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Résumé 
Etude des mécanismes cellulaires et moléculaires de la migration des macrophages 

humains dans des environnements en trois dimensions. 

L’infiltration tissulaire des macrophages est un facteur aggravant dans de nombreuses 

pathologies telles que les maladies inflammatoires chroniques ou le cancer. Les macrophages qui 

infiltrent les tumeurs de façon continue sont appelés macrophages associés aux tumeurs (TAMs). Ils 

favorisent la croissance tumorale, l’angiogenèse, l’invasion tumorale et la formation de métastases. 

L’inhibition de l’infiltration des macrophages est donc devenue une évidence thérapeutique. 

Récemment, l’équipe a démontré que les macrophages utilisent le mode migratoire amiboïde 

(dépendant de ROCK) ou mésenchymal (dépendant des protéases) selon l’architecture de la matrice 

extracellulaire (MEC) en trois-dimensions (3D) qu’ils traversent. De plus, l’étude du mode migratoire 

mésenchymal a montré qu’il est dépendant de Hck (une tyrosine kinase spécifique des phagocytes) et 

de sa capacité à réorganiser les podosomes en rosettes (structures riches en actine dégradant la MEC). 

Mon projet de thèse s’est articulé autour de deux axes de recherche : 1)  l’identification des 

substrats de Hck et la caractérisation de leur rôle dans l’organisation des podosomes et la migration 3D 

des macrophages, et 2) l’étude de la migration 3D des monocytes/macrophages primaires humains 

dans un modèle mimant le microenvironnement tumoral : les sphéroïdes tumoraux. 

Par une approche protéomique j’ai identifié des partenaires et substrats potentiels de Hck dont 

la Filamine A (FLNa), une protéine assurant notamment la liaison entre le cytosquelette d’actine et les 

intégrines. En utilisant différents outils (protéines recombinantes, anticorps, shRNA…) j’ai montré 

que : 1) Hck phosphoryle la FLNa in vitro, 2) la FLNa est associée aux podosomes et est nécessaire à 

leur organisation en rosettes sous le contrôle de Hck, 3) les podosomes des cellules déficientes en Flna 

ont une durée de vie plus courte, et 4) l’expression de la FLNa est nécessaire à la migration 

mésenchymale, mais pas à la migration amiboïde des macrophages dans une MEC en 3D. Ainsi la 

FLNa est impliquée dans la formation et à la stabilisation des podosomes, à leur organisation en 

rosettes, la migration mésenchymale des macrophages et pourrait se situer dans la voie de signalisation 

de Hck.  

En parallèle, j’ai mis au point un modèle de sphéroïdes tumoraux qui m’a permis de montrer 

que l’infiltration des monocytes ou des macrophages, dans ce modèle tissulaire in vitro, est dépendante 

de ROCK et des protéases, signature de l’utilisation des deux modes migratoires. Puis en incubant ces 

sphéroïdes au sein de MEC, j’ai démontré que la présence de macrophages infiltrés dans les 

sphéroïdes est nécessaire pour déclencher le pouvoir invasif des cellules tumorales qui émigrent des 

sphéroïdes en suivant les macrophages et infiltrent la MEC environnante. Les macrophages  

Hck-/- présentant un défaut de migration mésenchymale, sont significativement moins efficaces dans 

la promotion de l’invasion des cellules tumorales. Ces résultats indiquent que l’activité de migration et 

de remodelage de la matrice exercée par les macrophages est prépondérante dans l’invasion tumorale 

in vitro. Ces résultats ont permis d’établir le mode migratoire des macrophages infiltrant un modèle 

tissulaire in-vitro et de démontrer le mécanisme d’action des macrophages dans l’invasion tumorale. 

Ainsi, mes travaux de thèse ont permis de progresser dans la caractérisation des mécanismes 

moléculaires et cellulaires de la migration 3D des macrophages humains. En effet, j’ai pu 1) identifier 

une protéine nécessaire à la migration mésenchymale des macrophages, 2)  mettre en évidence 

l’utilisation par les macrophages des modes migratoires amiboïde et mésenchymal lors de leur 

infiltration dans un modèle de tumeur en trois-dimensions, les sphéroïdes tumoraux et 3) montrer que 

le remodelage de la matrice par les macrophages, lors de leur migration, joue un rôle prépondérant 

dans l’invasion tumorale. 
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Abstract 
Study of cellular and molecular mechanisms 

required for the migration of human macrophages in three dimensional environments. 

Tissue infiltration of macrophages is an aggravating factor in many diseases such as chronic 

inflammation and cancer. Macrophages that infiltrate tumors are called tumor-associated macrophages 

(TAMs). They promote tumor growth, angiogenesis, invasion and metastasis. Thus, inhibition of 

macrophage infiltration has become a therapeutic goal. Recently, the team demonstrated that 

macrophages use the amoeboid (depending on ROCK) or the mesenchymal (depending on proteases) 

migratory mode according to the extracellular matrix (ECM) architecture in three dimensions (3D). In 

addition, the study of the mesenchymal migration mode showed that it is dependent on Hck (a 

phagocyte-specific tyrosine kinase) and its ability to reorganize podosomes (ECM-degrading actin-

rich structures) into rosettes. 

My thesis project was organized around two axes 1) the identification of substrates of Hck and 

the characterization of their role in the organization of podosomes and 3D migration of macrophages, 

and 2) the study of the 3D migration mechanisms of primary human monocytes/ macrophages within 

an in vitro tumor model: tumor cell spheroids. 

By a proteomic approach, I have identified potential partners and substrates of Hck, including 

the protein Filamin A (FLNa), a protein interacting with the actin cytoskeleton and integrins. Using 

different tools (recombinant proteins, antibodies, shRNA ...) I showed that: 1) Hck phosphorylates 

FLNa in vitro, 2) FLNa is localized to podosomes and is necessary for their organization as rosettes 

under the control of Hck, 3) the podosomes of FLNa-deficient cells have a shorter life span, and 4) the 

expression of FLNa is required for mesenchymal migration, but not for amoeboid migration of 

macrophages in a 3D ECM. Thus, FLNa could be a substrate of Hck necessary for the formation and 

stabilization of podosomes and their organization as rosettes, and is required for the mesenchymal 

migration of macrophages. 

In parallel, I developed a model of tumor cell spheroids, which allowed me to show that the 

infiltration of monocytes or macrophages in this in vitro tissue model of tumor is dependent on ROCK 

and proteases, signature of the use of the two migration modes. Then, when spheroids were embedded 

into ECM, I demonstrated that the presence of macrophages infiltrated into the spheroids is necessary 

to trigger the invasiveness of tumor cells. Indeed, macrophages infiltrate first the surrounding ECM 

and tumor cells follow macrophages in the matrix outside of the spheroid. Hck-/- macrophages, that 

are defective in mesenchymal migration, are significantly less effective in promoting the invasion of 

tumor cells. These results indicate that the activity of migration and matrix remodeling exerted by 

macrophages is prominent in tumor invasion. These results have established the migratory mode of 

macrophages infiltrating an in vitro tumor model and a mechanism required for tumor invasiveness 

promoted by macrophages. 

Thus during my thesis, I characterized the molecular and cellular mechanisms of 3D migration 

of human macrophages. Indeed, I have been able to: 1) identify a protein necessary for the 

mesenchymal migration of macrophages, 2) highlight the use by macrophages of the amoeboid and 

mesenchymal migration modes during their infiltration into an in vitro tumor model in 3D and 3) show 

that the matrix remodeling activity of macrophages during their migration plays a critical role in tumor 

cell invasion. 

 



 



3 

 

Abréviations 
2D  Deux dimensions 

3D   Trois-dimensions, tri-dimensionel 

ADN  Acide désoxyribonucléique 

ADF  Adipocyte derived fibroblast 

ADP  Adénosine diphosphate 

AMT  Amoeboid mesenchymal transition 

ATP  Adénosine triphosphate 

xxx 
ca

  Protéine constitutivement active 

CD  Cluster of differentiation 

CR3  cf. MAC-1 

Col I  Collagène de type I 

Col IV  Collagène de type IV 

EGF  Epidermal Growth Factor 

FITC  Fluorescein isothiocyanate 

FLNa  Filamine A 

GFP  Green Fluorescent Proteine 

GM-CSF Granulocyte Macrophage Colony Stimulating Factor 

GM6001 Inhibiteur à large spectre des MMP (autre nom :galardin or ilomastat)  

GTP  Guanosine triphosphate 

Hck  Hematopoeitic cell kinase 

IL  Interleukine 

IFN  Interféron 

LAD  Leukocye Adhesion Deficiency 

LER  Low-Expression Region 

LFA-1  Lymphocyte function-associated antigen 1 / CD11a-CD18 / αLβ2 

LPS  Lipopolysaccharide 

LyPi  Lysosomal Proteases Inhibitors (contient : Aprotinine, E64c, Leupeptine, 

Pepstatine) 

M1   Polarisation de macrophage de type 1 

M2  Polarisation de macrophage de type 2 

M-CSF Macrophage Colony Stimulating Factor 

MAC-1 Macrophage receptor 1/ CD11b-CD18 / CR3/ αMβ2 

MAT   Mesenchymal amoeboid transition 

MEC  Matrice Extra-Cellulaire 

MEF  Mouse embryonic fibroblast 

MMP  Matrix Metallo-Proteinases 

MT1-MMP Membrane-Type 1 MMP 

NADPH Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate 

ROCK  Rko-Kinase 

SDS-PAGE Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis 

TAM   Tumor-Associated Macrophages 

TGF-β  Transforming Growth Factor β 

TNF  Tumor Necrosis Factor 

VEGF  Vascular Endothelial Growth Factor 

WASp  Wiskott-Aldrich Syndrome protein 

Y27632 Inhibiteur de ROCK 
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Préambule 
Lors de mon arrivée dans l’équipe, pour mon stage de Master, les études menées 

concernaient la biologie des phagocytes et les fonctions d’une tyrosine kinase spécifique de 

ces cellules: Hck. Des travaux de l’équipe avaient montré que l’expression ectopique d’un 

mutant constitutivement actif de Hck engendre la formation de protrusions membranaires et 

de rosettes de podosomes dans différents modèles cellulaires. Ces phénotypes sont corrélés à 

un gain de fonction migratoire dans des matrices extracellulaire en trois-dimensions (3D). 

L’équipe s’est donc intéressée aux mécanismes contrôlant la migration des macrophages et au 

rôle de Hck dans ce processus. 

Afin d’identifier les voies de signalisation en aval de Hck, nécessaires à la ré-

organisation des podosomes en rosette et à la migration en 3D,  j’ai poursuivi, au début de ma 

thèse, le développement d’un système permettant la réalisation d’une analyse protéomique 

différentielle visant à identifier les partenaires et susbstrats de Hck. En parallèle, C. Cougoule 

a réalisé l’étude de la migration des macrophages murins dans différents modèles in vivo 

(modèle d’inflammation du péritoine) et in vitro (matrices acellulaires) et a démontré 

l’implication de Hck dans ces processus. Les matrices acellulaires, également développées 

dans l’équipe au cours de ma thèse par E. Van Goethem et V. Le Cabec, ont permis d’étudier 

la migration 3D des macrophages humains et ainsi de démontrer que ces derniers adaptent 

leur mode migratoire à l’environnement rencontré. Le souhait de l’équipe était de développer 

en parallèle un système de complexité intermédiaire entre les matrices acellulaires et l’étude 

dans des tissus in vivo. J’ai donc mis au point, en parallèle de l’analyse protéomique, des 

conditions permettant l’étude de la migration des macrophages dans un système cellulaire in 

vitro mimant l’environnement tumoral en 3D: les sphéroïdes tumoraux. 

Dans ce manuscrit je vous présenterai brièvement les fonctions des macrophages et 

des pathologies dans lesquels ils sont mis en cause. Je décrirai ensuite les mécanismes 

nécessaires au processus de migration cellulaire en deux-dimensions et en trois-dimensions. 

Cette partie sera l’occasion d’un tour d’horizon des données recueillies sur les podosomes et 

sur le rôle de Hck. Enfin je vous présenterai, les résultats que j’ai obtenus au cours de ma 

thèse qui sont à l’origine de deux articles dont l’un a été accepté pour publication dans The 

Journal of Immunology et l’autre est soumis. De plus, une revue et un article dont je suis l’un 

des signataires sont en Annexe. Enfin, je confronterai les résultats obtenus à ceux qui ne sont  

pas encore publiés et j’énoncerai les questions importantes qui émanent de ces projets. 
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Introduction 



Figure 1 : L’hématopoïèse, extrait de (Chaplin, 2010).
Les cellules souches pluripotentes de la moelle osseuse peuvent se différencier et 
permettre la production des leucocytes, classiquement divisés en deux grandes familles, 
à savoir la lignée lymphoïde et la lignée myéloïde.
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Les leucocytes  

Les leucocytes (globules blancs) sont issus de l’hématopoïèse, processus localisé dans 

la moelle osseuse (Figure 1). Les cellules souches pluripotentes qui y résident peuvent s’y 

différencier et permettre la production des leucocytes, classiquement divisés en deux grandes 

familles, à savoir la lignée lymphoïde (à l’origine des lymphocytes B / T / NK et NK-T) et la 

lignée myéloïde (à l’origine des monocytes, macrophages, cellules dendritiques, neutrophiles, 

basophiles, éosinophiles, mastocytes, mégacaryocytes, érythrocytes) (Figure 1; (Chaplin, 

2010)). Notons toutefois que dans cette classification, un type cellulaire fait exception : les 

cellules dendritiques qui peuvent être obtenues à partir de progéniteurs lymphoïdes et 

myéloïdes.  

Parmi ces différentes lignées cellulaires les cellules immunitaires assument diverses 

fonctions au sein du système immunitaire, qui assure la reconnaissance et la protection du 

« soi » contre le « non-soi ». Ainsi, les phagocytes qui doivent rapidement capturer, ingérer 

(phagocyter) et détruire tout élément franchissant les barrières physiques (que constituent, par 

exemple, la peau et les muqueuses digestives) sont des composants de l’immunité innée. Les 

lymphocytes, quant à eux, sont capables de reconnaitre plus spécifiquement des éléments du 

« non –soi » et constituent l’immunité adaptative. 

Ces diverses cellules de l’immunité assurent différentes fonctions au sein du système 

immunitaire. Leur rôle étant de surveiller et de défendre l’organisme afin de veiller au 

maintien de son intégrité, on les retrouve dans les tissus, le sang, le système lymphatique, où 

ils sont capables d’alerter ou d’être recrutés pour intervenir. En effet, la présence d’éléments 

du « non-soi », perturbateurs de l’homéostasie, va alerter les cellules présentes dans le tissu 

qui vont amplifier les signaux du désordre afin de recruter les cellules circulantes 

(neutrophiles, monocytes). Les cellules présentes dans la circulation sanguine, vont traverser 

l’endothélium vasculaire, rejoindre le site d’alarme et vont assurer les fonctions 

inflammatoires afin de supprimer les éléments perturbateurs. Il s’en suivra un 

amoindrissement de la réponse inflammatoire et une réparation tissulaire permettant le retour 

à la normale. 

La distinction des différents leucocytes peut se faire par des observations 

morphologiques des cellules après marquages histochimiques et aussi par des immuno-

marquages ciblant les glycoprotéines à leurs surfaces. Ces molécules nommées CD, pour 

« cluster of differentiation », sont actuellement plus de 350 à être référencées (cf. 



CD45

CD11b

CD33 CD45RA

CD14 CD16

B

A

C D

Human monocyte Mouse monocyte

Classical CD14++CD16− Classical Ly6C++ CD43+

Intermediate CD14++CD16+ Intermediate Ly6C++ CD43++

Non classical CD14+ CD16++ Non classical 

Non classical 
(patrouilleur)

Ly6C+ CD43++

CCR2-/ CX3CR1++ / L-selectin- / LFA-1++

Tableau 1. Classification des monocytes, d’après (Auffray et al., 2007; Ziegler-Heitbrock et al., 2010 )

Aparté 1. (A).Une étude récente
(Bendall et al., 2011) des cellules de la
moelle osseuse, a utilisé différents
marqueurs de surface identifiés non
pas par cytométrie en flux mais par
spectrométrie de masse. (B) Dans cet
exemple, avec 3 marqueurs de surface
et les différentes combinaisons de
niveaux d’expression, il est possible de
générer un arbre de populations
représentant les sous-familles en
fonction des différents niveaux
d’expression. (C) Pour cette étude, les
auteurs ont utilisé 13 marqueurs de
surface, augmentant d’autant plus le
nombre de combinaisons
d’expressions observables. Le niveau
d’expression est codé en couleur :
rouge pour fortement exprimé et bleu
pour faiblement exprimé. Ils ont
ensuite reconstruit les familles et sous-
famille de leucocytes. Ici le marquage
CD14 montre la plus forte expression
dans la famille des monocytes.(D)
L’intensité de marquage de différents
CD pour le groupe des monocytes
permet d’observer une grande
hétérogénéité des marquages au sein
d’une même sous-famille.

CD14
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http://www.hcdm.org/, (Diaz-Ramos et al., 2011)) et permettent ainsi le classement des 

différents types de leucocytes en sous-populations (Aparté n°1).  

Au sein des leucocytes, les monocytes/macrophages ont été le principal sujet d’étude 

de ma thèse. Après avoir brièvement présenté ces cellules, je décrirai leur importance dans les 

différentes étapes de la réponse immunitaire et les maladies dans lesquelles ils sont 

incriminés. 

I. Les monocytes 
En 1968, Van Furth and Cohn démontraient que les progéniteurs de la moelle 

permettent la production des monocytes dans le sang, avant qu’ils ne se différencient en 

macrophages dans les tissus (van Furth and Cohn, 1968). Initialement décrit par des critères 

morphologiques, le marqueur de surface CD14 permet de distinguer les monocytes humains 

des autres populations leucocytaires (bien que les neutrophiles puissent également l’exprimer 

en quantité moins importante ; (Antal-Szalmas et al., 1997)).  

La diversité des différents immuno-marquages décrivant les sous-populations de 

monocytes et les différences de marqueurs entre espèces étudiées a récemment amené un 

groupe d’experts scientifiques à proposer une nomenclature (Table 1 ; Apparté n°1 ;(Ziegler-

Heitbrock et al., 2010)). Chez l’Homme, deux sous-populations bien distinctes sont les 

monocytes CD14+/CD16- dits « classiques », et les monocytes CD14low/CD16+ dits « non-

classiques », séparés par une population dite « intermédiaire » CD14+/CD16low (Table 1). 

On retrouve chez la souris, un modèle animal indispensable aux études immunologiques, des 

sous-populations monocytaires similaires (Table 1).  

Le fait que ces sous-populations expriment différemment des marqueurs de surface  

identifiés comme des molécules d’adhérence ou des récepteurs aux chimioquines (Table 1) a 

justifié des recherches sur leur capacité de déplacement (Auffray et al., 2007). Il a alors été 

possible d’observer in vivo des différences de déplacement sur l’endothélium vasculaire. 

Ainsi, certains monocytes « non-classiques » sont plus lents que les « classiques », parcourent 

plus au moins aléatoirement la paroi des vaisseaux sanguins et sont capables de remonter le 

flux sanguin. Ces monocytes ont également été appelés « patrouilleurs » du fait de ce 

comportement de repérage à la surface du vaisseau sanguin. Lors d’une inflammation, ce sont 

les premiers à traverser l’endothélium pour rejoindre le site endommagé. Ils sont suivis plus 

tardivement par les monocytes « classiques » qui eux, en absence de stimulus, roulent sur 

l’endothélium en suivant le flux sanguin. Les monocytes quittant la circulation vont migrer 



Figure 2. Diversité des macrophages, extrait de (Mosser and Edwards, 2008).
Les monocytes sont originaires des cellules souches hématopoïétique (HSC). Deux sous-population de
monocytes ont été identifiés chez la souris, classique (inflammatory) et non classique patrouilleurs
(resident). L’origine des monocytes non classique patrouilleurs est toujours inconnue, se différencient-ils
à partir des monocyte classique? Les monocyte migrent dans différents tissus et renouvellent le réservoir
de macrophages résidents. CNS, central nervous system; GM-CFU, granulocyte/macrophage colony-
forming unit; M-CFU, macrophage colony-forming unit.

Figure 3. Polarisation M1 et M2 des macrophages, extrait de (Sica et al., 2008).
En présence d’IFN-γ, de LPS, de TNF, les monocytes se différencient un macrophage M1. En présence de
CSF-1,IL-4, les monocytes se différencient un macrophage M2. Les sous-types M1 et M2 se distinguent par
notamment par leurs fonctions.
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dans les tissus et se différencier (en macrophages, cellules dendritiques…) en fonction des 

signaux qu’ils percevront. 

II. Les macrophages 
Les macrophages sont issus du lignage myéloïde et il est communément accepté qu’ils 

proviennent de la différenciation des monocytes circulants dans le sang ou de macrophages 

capables de se diviser (van Furth and Cohn, 1968 ;Parwaresch et al., 1981 ;Sorokin and Hoyt, 

1987). Les macrophages (du grec macro : « grand » et phage : « mangeur ») tiennent leur nom 

de leur taille importante et de cette faculté de phagocytose. On distingue les macrophages 

résidants dans les tissus des macrophages nouvellement recrutés sur un site inflammatoire à 

partir des monocytes circulants. 

Les macrophages résidents peuvent présenter des phénotypes particuliers en fonction 

des tissus qu’ils occupent: microglies dans le cerveau, cellules de Kupffer dans le foie, 

ostéoclastes dans les tissus osseux (Figure 2 ; (Mosser and Edwards, 2008 ;Pollard, 2009)). Ils 

peuvent présenter des durées de vie très longues et sont dans certains cas capables de se 

multiplier. Ils ont pour fonction la surveillance et le maintien de l’homéostasie en prévenant 

des désordres. Ainsi, dans le modèle du poisson zèbre, des macrophages ont été observés 

patrouillant entre les cellules épidermales (Herbomel et al., 1999 ; 2001). 

Les macrophages sont des cellules polyvalentes à l’interface entre l’immunité innée et 

acquise. En effet, leur fonction comprend la protection contre les agents infectieux (comme 

les neutrophiles), la réparation des tissus et la présentation d’antigènes (comme les cellules 

dendritiques) afin d’activer les lymphocytes et de déclencher la réponse immunitaire 

adaptative. Les macrophages peuvent alors être classés en fonction de leurs réponses 

immunologiques (Figure 3), et on distingue alors : 

 les macrophages de polarisation M1 ou de type 1, sont dits activés, 

impliqués dans les réponses inflammatoires (sécrétion de cytokines 

inflammatoires, de dérivés oxygénés, activation des réponses Th1- LT 

cytotoxiques) et possèdent la capacité de tuer les pathogènes et les cellules 

tumorales.  

 les macrophages de polarisation M2 ou de type 2, sont dits activés de 

manière alternative, ont une activité modulatrice (sécrétion d’IL10, 

activation des réponses Th2) et sont impliqués dans les processus de 

développement et de réparation tissulaire. 



Figure 4. Une autre vision de la polarisation des
macrophages, extrait de (Mosser and Edwards, 2008).
(a) Représentation de la polarisation « linéaires » des
macrophages entre les types M1 et M2. (b) Nouvelle
représentation « circulaire » proposée. En rouge, les
macrophages « activé classiquement », en jaune les
macrophages de « réparation tissulaire », en bleu le
macrophages « régulateurs ». Les macrophages associés
aux tumeurs, pourraient être rangés dans la zone « verte »,
car ils présentent des caractéristiques de macrophages
« régulateur » et « de réparation tissulaire ».

Tableau 2. Caractéristiques et marqueurs potentiels de trois populations de 
macrophages, extrait de (Mosser and Edwards, 2008).
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Le processus de différenciation des monocytes circulants en macrophages, bien que 

constitutif, fait également partie de la réponse inflammatoire suite à la détection d’un désordre 

tissulaire (pour revues (Benoit et al., 2008 ;Pollard, 2009 ;Qian and Pollard, 2010). Cette 

classification, peut-être trop simpliste, est en évolution constante. Ainsi, la polarisation M2 

serait divisible en deux sous-groupes, les macrophages « régulateurs » (« anti-

inflammatoires ») et les macrophages de « cicatrisation des plaies »  (Figure 4 ; Table 2 ;  

(Mosser and Edwards, 2008)). Les avancées dans la distinction des différentes fonctions de 

ces cellules et des marqueurs associés à ces phénotypes particuliers amèneront à complexifier 

ce modèle.  

 

 

En conclusion,  les macrophages, différenciés à partir des monocytes circulants, seront 

capables d’assurer différents rôles en fonction du lieu et du moment de leur recrutement et 

peuvent présenter une grande variété de phénotypes, et de fonctions et notamment sur un site 

inflammatoire.  



Figure 6. Signalisation d’un désordre et recrutement des phagocytes, extrait de (Soehnlein and Lindbom,
2010)
Phase 1: les monocytes non-classiques patrouilleurs et les macrophages résidents ressentent la perturbation
de l’homéostasie et sécrètent des cytokines pour recruter les neutrophiles.
Phase 2 : les neutrophiles, via leur dégranulation, recrutent les monocytes classiques.
Phase 3: Les macrophages augmentent la durée de vie des neutrophiles pour résoudre l’inflammation puis
les neutrophiles rentrent en apoptose.
Phase 4 : Les neutrophiles apoptotiques et les macrophages qui les phagocytent libèrent des molécules pour
stopper l’infiltration des neutrophiles. Les macrophages sécrètent ensuite des facteurs permettant la
réparation des tissus.

Figure 5. Les cinq piliers de l’inflammation, extrait de (Lawrence et al., 2002).
L’inflammation se caractérise par différents signes : Chaleur (Heat), Rougeur (Redness), Gonflement
(Swelling), Douleur (Pain), Perte de fonction (Loss of function)



12 

 

Les signaux de l’inflammation et le 

recrutement des leucocytes 

L’inflammation décrite il y a plus de 2000 ans par Celsus (Scott et al., 2004), se 

caractérise par différents signes (Figure 5): 

 Chaleur (Heat / Calor) 

 Rougeur (Redness / Rubor) 

 Gonflement (Swelling/ Tumor) 

 Douleur (Pain / Dolor) 

 Perte de fonction (Loss of function / Functio laesa) 

La sensation de chaleur et la rougeur sont la conséquence d’une vasodilatation locale, 

permettant l’augmentation du débit sanguin et ainsi du nombre de leucocytes circulants 

pouvant être recrutés. Une autre conséquence est la diffusion de l’eau du plasma vers les 

tissus, à l’origine de l’œdème, qui à son tour peut comprimer les nerfs et provoquer la 

sensation de douleur voir gêner l’utilisation de l’organe. 

 

L’inflammation est un processus complexe pouvant faire suite à une infection ou à une 

blessure. Dans ces deux cas, le rôle majeur de cette réponse est un retour à l’homéostasie par 

l’élimination des pathogènes et la réparation des tissus. Ceci nécessite la signalisation du 

désordre, le recrutement des leucocytes, leur migration au sein des tissus pour rejoindre le 

site, la mise en place de leurs réponses et enfin la résolution de l’épisode inflammatoire 

(Figure 6). 

I. La signalisation d’un désordre  

Les cellules des tissus lésés et les phagocytes résidents (macrophages et cellules 

dendritiques) sont les premières cellules à percevoir les désordres. Les phagocytes sont 

susceptibles de détecter les molécules exogènes libérées par les pathogènes, PAMPs 

(pathogen-associated molecular patterns), et les molécules endogènes libérées par les cellules 

endommagées, DAMPs (damage-associated molecular patterns) (Aparté 2). Ces différentes 

molécules présentes dans le milieu vont s’associer à des récepteurs à la surface des 

macrophages résidents et participer au déclenchement de la réponse inflammatoire.  

  Ainsi, quelque soient les signaux d’alerte détectés, les macrophages résidents vont en 

réponse sécréter des  cytokines (TNF, IL-1α/ß, Il-6, IL-8) et des chimiokines (MIP-1α/ß).  



Aparté 2. HMGB1 (High mobility
group box 1 protein) est une
protéine nucléaire liée au
nucléosome. Lors de la mort non-
programmée d’une cellule, cette
protéine peut être libérée dans le
milieu, alors que les cellules
entrant en apoptose modifient leur
chromatine et la séquestre. Cette
protéine à un effet chimiotactique
sur les leucocytes, qui peuvent
également être amenés à la
secréter. En effet, alors que les
cellules apoptotiques séquestrent
HMGB1, les macrophages qui les
phagocytent vont sécréter cette
protéine. Ainsi, alors que
l’élimination de quelques cellules
apoptotiques ne déclenchera pas
l’inflammation, celle d’un plus
grand nombre pourrait y conduire

Figure 7. Le recrutement
des leucocytes circulants,
extrait de (Nourshargh et
al., 2010).
Schéma simplifié de la
cascade d’évènement
permettant le recrutement
des leucocytes circulants.
L’activation des cellules
endothéliale va permettre,
la capture des cellules
circulantes, qui vont alors
rouler avant de s’arrêter,
d’adhérer et de ramper à la
surface de l’endothélium à
la recherche d’un lieu de
passage.

(Bianchi, 2007). La sécrétion de molécules pro-inflammatoires
initialement décrite (Andersson et al., 2000) par des monocytes en contact avec HMGB1 est actuellement
sujette à controverse mais pourrait nécessiter l’interaction avec d’autres molécules telles que des acides
nucléiques et la signalisation par plusieurs récepteurs. (Illustration extraite de (Lotze and Tracey, 2005)

Les leucocytes ainsi recrutés vont en suite traverser l’endothélium en voir para- ou trans-cellulaire.
Enfin, les cellules traverseront la membrane basale, avant de migrer dans le tissu interstitiel.
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Parmi les mécanismes cellulaires mis en jeu, l’activation de la caspase-1 par les 

inflammasomes (un complexe protéique permettant l’activation de la caspase-1) permet la 

maturation de l’interleukine-1β (IL-1β) et IL-18 (Schroder and Tschopp, 2010). Notons 

qu’elle permettrait également la mise en place d’autres réponses cellulaires telles que le 

contrôle du niveau d’ATP et le déclenchement de la pyroptose (« pyroptosis »), une mort 

cellulaire « pro-inflammatoire »  (Lamkanfi, 2011). 

Les facteurs solubles pro-inflammatoires vont permettre le recrutement rapide des 

neutrophiles, puis des monocytes « non-classiques » patrouilleurs (réponse en moins d’1h) 

(Figure 6 ;(Soehnlein and Lindbom, 2010)). Par la suite, les monocytes « classiques » sont 

recrutés se différencient en macrophages ou en cellules dendritiques spécialisés dans la 

destruction des agents pathogènes, on parle de cellules « inflammatoires » ou de macrophages 

M1 (Auffray et al., 2009 ;Geissmann et al., 2010 ;Soehnlein and Lindbom, 2010). La réponse 

inflammatoire des cellules résidentes est rapidement atténuée : par exemple, après 8h 

d’infection par Listeria monocytogenes, les seules cellules produisant des molécules 

inflammatoires sont les monocytes « classiques » néo-recrutés (Auffray et al., 2009). Les 

monocytes « non-classiques » génèrent une réponse inflammatoire transitoire puis adoptent un 

comportement de régulateurs, de réparation, on parle alors de macrophages M2 (Auffray et 

al., 2007 ;Geissmann et al., 2008;Auffray et al., 2009 ). 

II. Le recrutement des leucocytes circulants 
Les cellules immunitaires résidentes, suite à la détection d’un désordre, vont amplifier 

les signaux permettant l’activation de l’endothélium vasculaire afin de recruter les leucocytes 

circulants (Figure 7). Ces derniers devront alors traverser l’endothélium avant de rejoindre le 

site d’où émanent les signaux d’alarmes en traversant les tissus. 

Lors du recrutement des leucocytes circulants les molécules de surface des leucocytes 

et des cellules endothéliales vont jouer un rôle prépondérant et tout particulièrement les 

selectines et les intégrines. Les cellules endothéliales activées expriment les sélectines -E et -

P, alors que les leucocytes expriment la sélectine-L. Les différentes sélectines peuvent 

interagir avec PSGL-1 (P-selectin glycoprotein ligand 1), une protéine présente à la surface 

des leucocytes. Ainsi, ces interactions vont permettre l’adhérence des leucocytes à la surface 

de l’endothélium activé (étapes de capture et de roulement/ « rolling »). Ces interactions vont 

également favoriser l’interaction entre les  phagocytes et ainsi augmenter l’efficacité du 

recrutement (Ley et al., 2007).  



Figure 8. Le passage de l’endothélium vasculaire, extrait de (Nourshargh et al., 2010).
Représentation schématique de la traversée de l’endothélium vasculaire peut être réalisé par voie (a) para-
cellulaire ou (b) trans-cellulaire. De nombreuses molécules d’adhérences sont nécessaire à ces processus,
notamment l’intégrine LFA-1. Le schéma n’est pas représenté à l’échelle.
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 Les intégrines sont, elles aussi, impliquées dans ce processus et notamment LFA-1 

(lymphocyte function-associated antigen 1 / CD11a-CD18 / αLβ2) et MAC-1 (macrophage 

receptor 1/ CD11b-CD18 / CR3/ αMβ2), en interagissant avec les E-selectine et ICAM-1 

(Intercellular adhesion molecule 1 / CD54) des cellules endothéliales. Ces interactions 

modulées par des acteurs intracellulaires (cf. Les intégrines, p30) permettent d’accentuer 

l’interaction entre les cellules et l’adhérence ferme des leucocytes (l’étape d’arrêt/ « arrest »). 

Les leucocytes vont alors parcourir l’endothélium (l’étape de reptation/ « crawling »), pouvant 

émettre de courtes protrusions qui leur permettraient de sonder l’endothélium avant de le 

traverser (Ley et al., 2007). Après avoir identifié un lieu préférentiel de passage, les 

leucocytes vont quitter le sang par le mécanisme de diapédèse.  

III. La diapédèse 
Lors de l’étape de diapédèse, les leucocytes franchissent plusieurs barrières constituées 

des  cellules endothéliales, des péricytes et de la membrane basale générée par ces deux types 

cellulaires (Friedl and Weigelin, 2008 ;Nourshargh et al., 2010). La traversée des cellules 

endothéliales peut se réaliser par voie para-cellulaire (entre les cellules endothéliales) ou 

trans-cellulaire (au travers d’une cellule endothéliale) (Figure 8). Bien que cette dernière soit 

plus rare elle a été observée in vitro et in vivo (Nourshargh et al., 2010).  

La traversée de l’endothelium en para- ou trans-cellulaire fait intervenir différentes 

molécules de surface des leucocytes et des cellules endothéliales (pour revue (Nourshargh et 

al., 2010)) et peut s’accompagner d’une « activation » des leucocytes. En effet, l’interaction 

des leucocytes avec l’endothélium pourrait augmenter l’expression de l’intégrine α6β1. Or, 

cette intégrine est un récepteur des laminines, un des composants de la membrane basale. 

Ainsi le passage de l’endothélium pourrait préparer les leucocytes à la rencontre des barrières 

suivantes (Dangerfield et al., 2002 ;Sorokin, 2010). 

Le passage de l’endothélium est relativement rapide et peut être accompli en fonction 

des types de leucocytes entre 1 et 10 min. Par contre la traversée de la membrane basale peut 

être plus longue, jusqu’à 30 min (Sorokin, 2010). Les premières observations de ce 

phénomène ont mis en évidence une accumulation des leucocytes entre l’endothélium et la 

membrane basale. Plusieurs mécanismes ont été proposés comprenant, la migration au travers 

de pores préformés, la digestion de composant de la membrane basale, et des mécanismes 

non-proteolytiques nécessitant des forces qui permettent d’écarter les fibres de la matrice et le 

franchissement de cette barrière (Sorokin, 2010). 



Figure 9. La composition et organisation de la
membrane basale, extrait de (Sorokin, 2010).
(A) Les réseaux de collagène et de laminine sont
interconnnectés de façon non covalente par les nidogens et
les perlecans. (B) Les laminines adjacentes sont
connectées par des liens non-covalents entre les
différentes chaînes α, β, γ. Ainsi, des formes tronquées de
laminine (telle que la laminine α4) pourraient permettre de
former des réseaux moins denses que les formes entières
(telle que la laminine α5). (C) L’extravasation des
leucocytes, au niveau des vénules post-capillaires du
système nerveux central, a lieu là où la membrane basale
endothéliale contient de la laminine α4 mais pas de la
laminine α5. Lorsqu’ils rencontrent ensuite la membrane
basale parenchymale (qui contient des laminine α1 et α2)
une activité locale des MMP2 et 9 est observable.

BA

C
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IV. La matrice extracellulaire et la migration des leucocytes.  
Les deux principales formes de matrices extracellulaires (MEC), sont la membrane 

basale, un réseau dense de protéines hautement réticulées et la matrice interstitielle, formant 

un réseau plus relâché de fibrilles. La MEC est composée de protéines contenant des 

domaines structuraux très conservés qui peuvent-être glycosylés et contiennent fréquemment 

des chaines glycosaminoglycanes sulfatées, leur conférant une charge négative. La place 

importante qu’ils occupent dans les tissus et leurs charges négatives leurs confèrent un 

potentiel d’interaction avec les molécules chargées, telles que des facteurs de croissance et 

des chimioquines. Ces interactions pourraient alors contrôler la concentration et l’accessibilité 

de ces facteurs, et par conséquent la migration des leucocytes (cf. Notion de tactisme p24). 

A. Composition de la membrane basale.  

Les cellules endothéliales peuvent sécréter tous les composants de la membrane 

basale. Cette sécrétion est dynamique et peut être régulée par l’environnement et notamment 

par les péricytes qui sécrètent eux-mêmes des constituants ou qui modulent l’activité des 

cellules endothéliales (Sorokin, 2010). 

La membrane basale contient quatre composants principaux que sont : les collagènes 

de type IV (colIV), les laminines, les nidogènes et les HSPG (heparan sulfate proteoglycan). 

Les colIV et les laminines sont capables de former par eux-mêmes des réseaux et sont 

interconnectés par les nidogens et les HSPG (Figure 9 ; (Sorokin, 2010). Il est important de 

noter que ces composants existent sous différentes isoformes (au moins 6 pour les ColIV, et 

jusqu’à 16 pour les laminines). Dans la plupart des tissus, l’infiltration des leucocytes se fait 

au niveau des veinules post-capillaires dont la membrane basale contient principalement : 

laminine (411 α4β1γ1 et 511 α5β1γ1), Col IV, perlecan, nidogen-1-2 (Sorokin, 2010) (Figure 

9). La répartition différentielle de ces isoformes pourrait alors réguler l’infiltration des 

leucocytes. 

B. Composition et infiltration leucocytaire de la membrane basale. 

La membrane basale des veinules post-capillaires du système nerveux central, contient 

les laminines-α4 et -α5. Alors que la laminine-α4 est localisée plutôt uniformément dans la 

membrane basale, la laminine-α5 forme quant à elle des plaques plus disparates (Figure 9). 

L’observation de l’extravasation de lymphocytes a alors été observée dans les zones 

dépourvues de laminine-α5 (Sixt et al., 2001). Structurellement, les deux isoformes diffèrent 

par leur région N-terminale, tronquée pour la laminin-α4. Cette différence entre les deux 

isoformes modifierait la densité des réseaux générés, moins denses et moins résistants lorsque 



Figure 10. Extravasation de neutrophiles au niveau des LER, extrait de (Wang et al., 2006).
Immunomarquages de veines cremastériques. (A) les marquages de la laminine-α5 (en vert) et du collagène
IV (en rouge), montrent des régions de faibles expressions (LER; cercle blanc), La flèche jaune présente
dans l’image superposant les images de laminine-α5 et du collagène IV (merged) indique la direction du
profil d’intensité en fonction de la distance (a’). (B) les marquages de la laminine-α5, de α-SMA (marqueur
pericyte), de CD31, montre une association des LER avec des espaces entre les péricytes et les jonctions de
cellules endothéliales (cercle blanc dans b', et flèche dans b'').(b'')section transverse de 1µm selon la ligne en
(b'). (C) les marquages de la laminin-α5, de α-SMA, CD11b (neutrophiles) montrent qu'un traitement IL-1β
(50ng/souris) induit la migration de neutrophiles par les LER. (c') Une section longitudinale d'une
acquisition en trois-dimensions d'une venule. (c'') Une section transverse (selon la ligne jaune dans (c')). La
flèche indique la présence d’un neutrophile dans une LER. Barre d'échelle 10µm.

b'

b''

c''c'A

B

C

a’
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la protéine est tronquée. Ainsi l’existence de « voies de moindre résistances » (« pathway of 

least resistance »), favoriserait la migration des leucocytes qui pourraient emprunter ces voies 

préformées et les traverser par la génération de forces de poussée sans intervention de 

protéolyse (Sorokin, 2010).  

Des observations similaires ont été rapportées pour d’autres systèmes vasculaires et 

leucocytaires. Ces voies, baptisées LER (low-expression region) caractérisées par la 

diminution d’expression des protéines telles que laminin-α5, ColIV, créent des « pores » au 

sein de la membrane basale qui seraient le lieu de passage préférentiel des neutrophiles. Un 

fait intéressant est que dans cette étude, la laminin-α5 est détectable sur les neutrophiles 

recrutés (bien qu’ils ne l’expriment pas), et que leur recrutement et l’augmentation de taille 

des LER sont affectés par l’inhibition d’une de leur protéase, l’élastase, suggérant qu’une 

protéolyse de la menbrane basale par les neutrophiles est nécessaire à leur extravasation 

(Figure 10 ; (Wang et al., 2006)). Plus récemment, l’étude de l’infiltration des neutrophiles et 

des monocytes dans ce même modèle a permis de montré que les monocytes peuvent traverser 

la membrane basale indépendamment des neutrophiles et sans dégrader la laminine-α5 

(Voisin et al., 2009). 

 

Ainsi en fonction des types de leucocytes considérés, la diapédèse pourrait utiliser 

différents mécanismes que sont la migration au travers de pores préformés, la digestion de 

composants de la membrane, et des mécanismes non-protéolytiques nécessitant des forces. 

Après avoir franchi les barrières constituées des cellules endothéliales, des péricytes et de la 

membrane basale, les leucocytes, pour rejoindre le site d’alarme, vont devoir migrer au sein 

des tissus. 

C. Composition de la matrice interstitielle et organisation tissulaire. 

Dans la plupart des tissus, la matrice interstitielle est majoritairement composée de 

fibrilles contenant des collagènes de type I, III, V et XI entrecroisées par différentes 

glycoprotéines telles que les tenascines, fibronectine, vitronectine, les différents SLRPs 

(Small leucine-rich proteoglycans/proteins)… Ces différentes glycoprotéines, remplissant les 

réseaux de collagènes, pourraient contrôler l’agencement spatial des fibres de collagène et 

permettraient de résister aux forces de compression exercées sur le réseau (Kalamajski and 

Oldberg, 2010). 

Notons ici l’incroyable diversité d’organisation des tissus du corps humain, comme 

illustré dans la figure 11, les différents organes présentent des organisations matricielles et 
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Figure 11. Diversité de l’organisation tissulaire.
Marquage par l’Hémalun-Eosine (HE) de coupe (A) du mésentère, (B) de jonction musculo-tendineuse, (C)
de mamelon, (D) de peau, (E) de glande mammaire « saine » et avec carcinome. (A) Le tissu conjonctif
relâché montre une organisation irrégulière des fibres de collagène, un grand nombre de cellules (marquage
de noyaux qui apparaissent comme des ronds/ovales violet/noir) et l’absence de marquage qui témoigne de
la quantité importante des différentes protéines telles que les protéoglycanes. (B) Le tissu conjonctif dense
régulier montre une quantité importante et une organisation très régulière des fibres de collagène (rose). (C)
Le tissu conjonctif dense irrégulier montre une quantité importante mais une organisation irrégulière des
fibres de collagène. (D) Une observation à plus faible grossissement permet d’observer les différentes types
d’organisation au sein d’une même coupe. (E) La prolifération et l’invasion tumorale se caractérise par une
désorganisation tissulaire. (A-D) extrait de School of Anatomy and Human Biology - The University of
Western Australia, et (E) de (Bissell and Radisky, 2001).
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cellulaires très variables. Ainsi, on distingue les tissus conjonctifs relâchés et denses, en 

fonction de la prépondérance des fibres matricielles et des cellules. Les marquages des tissus 

conjonctifs relâchés montrent l’importance des constituants autres que le collagène (les 

différentes glycoprotéines sous l’appellation « ground susbstance » qui peuvent disparaitre 

lors de la préparation des échantillons ou ne pas être marquées Figure 11). Les marquages des 

tissus conjonctifs denses, mettent en évidence l’agencement des fibres de façon très 

organisées ou au contraire désordonnées qui distinguent alors les tissus conjonctifs denses 

réguliers et irréguliers (Figure 11). L’observation de coupes montrent également la grande 

hétérogénéité des tissus, où se côtoient des vaisseaux, des tissus relâchés et denses. 

D. Composition et infiltration leucocytaire de la matrice interstitielle. 

En 2008, paraissait un article décrivant la migration de cellules dendritiques in vivo 

dans le derme de souris (Lammermann et al., 2008). Cette étude a démontré que les intégrines 

sont nécessaires pour la diapédèse mais qu’ensuite ces cellules peuvent se passer des 

intégrines pour migrer dans le derme et dans les vaisseaux lymphatiques. Les cellules 

dendritiques peuvent donc se passer des intégrines pour migrer dans un tissu. Cette 

découverte ne peut toutefois pas être généralisée à tous les tissus. En effet, comme mentionné 

précédemment, l’organisation tissulaire est extrêmement variable et certaines pathologies, 

comme le cancer du sein, sont associées à une densification de la MEC corrélée à l’évolution 

de la tumorigénèse (Figure 11 et  (Bissell and Radisky, 2001 ;Ingber, 2002 ;Wang et al., 

2002 ;Provenzano et al., 2008a ;Provenzano et al., 2008b ;Muschler and Streuli, 2010 ;Jean et 

al., 2011)). Dès lors, en fonction des organes infiltrés, les mécanismes employés par les 

cellules pourraient diverger, à cause de l’organisation et de la composition matricielle de 

l’environnement. 

Les mécanismes cellulaires et moléculaires de la migration en 3D des macrophages 

sont inconnus. Néanmoins récemment, une étude a montré que WASp (une protéine 

spécifique de cellules hématopoïétique) est nécessaire à la migration des macrophages lors du 

processus de réparation tissulaire du poisson zèbre (zebrafish) (Cvejic et al., 2008). L’étude 

des mécanismes de migration employés par les macrophages humains est un des enjeux 

majeurs de l’équipe. Cette étude a commencé par caractériser la migration des macrophages 

dans des systèmes in vitro tri-dimensionnels acellulaires (cf. Les mécanismes de la migration 

en 3D des macrophages humains, p41), puis dans le cadre de ma thèse grâce à un système in 

vitro tri-dimensionnel cellulaire, les sphéroïdes tumoraux. 
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V. La réponse inflammatoire et sa résolution  
Une fois les différentes barrières passées (membrane basale, tissus) et le site d’alarme 

rejoint, les phagocytes vont mettre en place leurs réponses pro-inflammatoires par la sécrétion 

de protéases, la génération de dérivés oxygénés, la phagocytose, etc.  

Les neutrophiles arrivant en premiers, sont relayés par les monocytes/macrophages qui 

vont poursuivre l’action. Les neutrophiles ayant joué leur rôle vont entrer en apoptose et 

seront phagocytés en partie par les macrophages. Ces événements vont mettre en place de 

nouvelles signalisations permettant la résolution de l’épisode inflammatoire. Ainsi, des 

facteurs solubles (cytokines, lipides), libérés par les neutrophiles apoptotiques et par les 

macrophages les phagocytant, vont stopper le recrutement de neutrophiles (Figure 6, p12). 

Les capacités inflammatoires des macrophages s’atténuent et la sécrétion de médiateurs va 

permettre le recrutement des cellules assurant la réparation tissulaire (fibroblastes, 

endothélium vasculaire). Finalement, les macrophages présents entreront en apoptose ou 

emprunteront les vaisseaux lymphatiques pour présenter des antigènes aux lymphocytes 

présents dans les ganglions ou enfin deviendront résidents.  

Ainsi, les phagocytes, interviennent de façon coordonnée avec des actions qui leur 

sont spécifiques afin de résoudre l’inflammation. Notons que ces étapes doivent être finement 

régulées afin d’éviter de mettre en place la réponse anti-inflammatoire alors que le désordre 

n’a pas été éliminé ce qui aboutirait à une inflammation non-résolue pouvant entraîner des 

inflammations chroniques (Serhan and Savill, 2005 ;Soehnlein and Lindbom, 2010 ;Valledor 

et al., 2010).  

 

En conclusion, la réponse du système immunitaire à un désordre fait intervenir les 

cellules résidentes qui amplifient les signaux du désordre et mettent en place les prémices de 

la réponse inflammatoire, relayées ensuite par les cellules recrutées qui vont permettre de 

venir à bout des éléments perturbateurs avant d’être eux-mêmes mis sous silence pour 

permettre une réparation et un retour à l’homéostasie tissulaire. L'ensemble des étapes de la 

réponse inflammatoire requiert donc de nombreux médiateurs protéiques et lipidiques 

assurant une communication, entre les différentes cellules, nécessaire à une réponse 

coordonnée. Ainsi, tous les dérèglements affectant la communication ou la mobilité des 

cellules sont susceptibles de générer des pathologies soit par des absences de réponses soit par 

des réponses exacerbées.  
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Dysfonctionnements des phagocytes et 

pathologies associées. 

I. Pathologies génétiques 

Les phagocytes et en particulier les macrophages jouent un rôle majeur dans la défense 

de l’organisme et leur dysfonctionnement peut être à l’origine de graves troubles. Des défauts 

génétiques sont à l’origine de nombreuses pathologies.  Lorsque ces défauts affectent plus ou 

moins lourdement une des fonctions essentielles des phagocytes, telles que l’adhérence, la 

motilité, la phagocytose et la production de radicaux oxygénés, ceci se traduit par des défauts 

de protection de l’organisme. 

Ainsi, parmi les maladies référencées, les LAD (Leukocye Adhesion Deficiency) 

affectent le recrutement des leucocytes dans les tissus par des défauts d’interactions avec les 

cellules endothéliales. Le LADI est causé par une mutation des intégrines (β2/CD18), le 

LADIII par des mutations de protéines en aval des intégrines et le LADII affecte les 

molécules à la surface des cellules endothéliales. Les LAD sont des maladies rare (1/100000) 

à transmission autosomale récessive (Etzioni, 2010). 

Le syndrome de Wiskott–Aldrich est également une maladie rare (1/200000) qui, du 

fait de sa transmission récessive liée au chromosome X, affecte plus particulièrement les 

hommes. Cette maladie est causée par des mutations de la protéine WASp (Wiskott–Aldrich 

syndrome protein), spécifique du lignage hématopoïétique, régulant le cytosquelette d’actine. 

De ce fait, elle affecte plusieurs fonctions cellulaires telles que la phagocytose, l’adhérence et 

la migration (cf. Les protéines de signalisation, p32) (Blundell et al., 2010). 

La granulomatose septique chronique est également une maladie rare (1/200000 à 

1/250000) qui peut être causée par plusieurs mutations affectant plusieurs protéines 

composant la NADPH oxydase. Ces mutations affectent une fonction des phagocytes, la 

production de radicaux oxygénées, nécessaire à la dégradation des pathogènes ingérés par les 

cellules. Selon la gravité de la mutation le patient peut souffrir d’infection, développer une 

inflammation chronique, ou mourir en bas-âge (Stasia et al., 2009). 

Ainsi, des désordres génétiques peuvent affecter des protéines aux fonctions diverses 

telles que l’adhérence, le contrôle du cytosquelette, la production d’agents bactéricides et 



Table 3. Comparaison de la théorie de la mutation somatique et de la théorie du
champ d’organisation tissulaire, extrait de (Sonnenschein and Soto, 2000).
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conduisent à des défauts d’immunité ou des inflammations chroniques. Pour ces trois 

pathologies, le traitement est la transplantation de moelle. 

II. Pathologies tissulaires 
Les pathologies associées à des défauts immunitaires ne résultent pas seulement de 

mutations génétiques mais peuvent également survenir suite à des dérégulations du 

recrutement des leucocytes. 

A. Polyarthrite Rhumatoïde 

La polyarthrite rhumatoïde est l’une des pathologies inflammatoires chroniques les 

plus fréquentes. Cette maladie qui handicape les malades souvent de façon permanente 

pourrait affecter 1% de la population mondiale (Feldmann, 2002). Elle est caractérisée par une 

inflammation des articulations entrainant progressivement la destruction du cartilage et de 

l’os. Son origine n’est pas clairement établie mais elle est décrite comme une maladie auto-

immune favorisée par des facteurs hormonaux, environnementaux… L’inflammation est 

caractérisée par un recrutement massif de leucocytes, pouvant déclencher la transformation 

des cellules articulaires (fibroblastes et synoviocytes), augmentant le recrutement 

leucocytaires. Les protéases et radicaux oxygénés libérés par les cellules recrutées seraient à 

l’origine de la dégradation et de la désorganisation du cartilage et du tissu osseux (Firestein, 

2003 ;Sidiropoulos et al., 2008). 

B. Cancer  

Depuis le début du XX
ème

 siècle et les travaux du Dr. Boveri, le cancer est considéré 

comme un dysfonctionnement de la cellule dans son contrôle de la prolifération et du cycle 

cellulaire. Les travaux qui ont suivi ont identifié des altérations géniques (translocation 

chromosomique…) produisant des dérégulations cellulaires importantes, ce qui a conduit à la 

théorie de la mutation somatique. Ainsi, de multiples protéines impliquées dans la 

tumorigénèse ont été découvertes et proviennent de gènes mutés produisant des oncogènes ou 

affectant les gènes suppresseur de tumeur ou des gènes de stabilité, ces derniers étant 

impliqués dans la réparation de l’ADN  (Vogelstein and Kinzler, 2004). De façon simple, les 

oncogènes sont des protéines dont l’activité est anormalement augmentée ; les gènes 

suppresseurs de tumeur ont, quant à eux, une activité diminuée anormalement. Enfin, si les 

mutations affectent les gènes de stabilité, assurant le contrôle et la réparation de l’ADN, de 

nouvelles mutations peuvent apparaitre et affecter les deux autres classes de gènes. 

Cependant de multiples études montrent l’influence de l’environnement tumoral et ont 

conduit à faire évoluer le courant de pensée (Table3). Par exemple, l’injection de cellules de 



Table 5. Corrélation entre un nombre élevé de macrophage et le pronostique,
d’après (Lewis and Pollard, 2006).

Prognosis

Favorable Poor No correlation

Stomach
Colorectal
Melanoma

Breast*, # 
Prostate*

Endometrial*
Bladder*, # 

Kidney*
Esophageal superficial# 

Squamous cell carnicoma*
Malignant uveal melanoma*

Follicular lymphoma

Colon carnicoma
High-grade astrocytomas

Lung carcinoma
Cervical carcinoma

*  Correlation with increased tumor angiogenesis
# Correlation with increased involvement of lymph nodes

Malignancy Inflammatory stimulus/condition

Bladder Schistosomiasis

Cervical Papillomavirus

Ovarian Pelvic inflammatory 
disease/talc/tissue remodelling

Gastric H pylori induced gastritis

MALT lymphoma H pylori

Oesophageal Barrett's metaplasia

Colorectal Inflammatory bowel disease

Hepatocellular Hepatitis virus (B and C)

Bronchial Silica, asbestos, cigarette smoke

Mesothelioma Asbestos

Kaposi's sarcoma Human herpesvirus type 8

Table 4.  Lien entre cancer et inflammation, d’après (Balkwill and Mantovani, 2001). 
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carcinomes murins dans des embryons n’aboutit pas à la formation d’une tumeur mais au 

développement de souris viables, ayant intégré les cellules tumorales dans leurs différents 

tissus jusque dans leurs gonades, capables de se reproduire et de donner vie à une 

descendance « normale » (Mintz and Illmensee, 1975 ;Illmensee and Mintz, 

1976 ;Sonnenschein and Soto, 2000). Ainsi, le cancer ne se résume pas simplement aux 

dysfonctionnements des cellules tumorales mais doit également refléter des 

dysfonctionnements des tissus environnants. Il s’agit de la théorie du champ d’organisation 

tissulaire (ou TOFT pour tissue organization field theory) qui souhaite prendre en compte les 

désordres de l’environnement comme source potentielle de cancers (Sonnenschein and Soto, 

2000 ;Gatenby et al., 2011). 

1. Inflammation et tumorigenèse   

La relation entre inflammation et cancer est une hypothèse vieille de plus de 150 ans. 

Dès 1863, le Dr. Virchow supposait que les sites d’inflammation chronique pouvaient être à 

l’origine de cancers, en supposant que les dommages tissulaires et l’inflammation qui s’en 

suit augmenteraient la prolifération cellulaire. Depuis, des études ont mis en évidence des 

relations de causalité entre inflammation et cancer ; infection par Helicobacter pylori et le 

cancer de l’estomac (Parsonnet et al., 1991 ;Talley et al., 1991), la maladie de Crohn et le 

cancer colorectal (Table 4 ; (Balkwill and Mantovani, 2001)). Ainsi près de 15% des cancers 

sont attribuables à des agents infectieux et des risques augmentés de cancer sont associés à 

des inflammations chroniques causées par des agents chimiques, physiques ou ayant une 

origine auto-immune (Balkwill and Mantovani, 2001). La tumorigénèse et la progression 

tumorale pourraient ainsi provenir de dérèglements des signalisations inflammatoires et anti-

inflammatoires (Lawrence, 2007).  De plus, l’environnement tumoral est infiltré par de 

nombreux leucocytes dont les macrophages qui jouent un rôle majeur dans le processus 

tumoral (Balkwill and Mantovani, 2001 ;Rodriguez-Vita and Lawrence, 2010). 

 

2. Macrophages associés aux tumeurs 

Les macrophages associés aux tumeurs (TAM pour Tumor Associated Macrophages) 

peuvent représenter jusqu’à 50% de la masse tumorale et leur présence est un facteur de 

mauvais pronostique pour plusieurs types de cancers (Table 5 ; (Bingle et al., 2002;Lewis and 

Pollard, 2006)). 

Bien qu’il ait été observé que les macrophages sont capables de reconnaitre et de 

détruire les cellules tumorales (Whitworth et al., 1990), il semble qu’ils soient détournés de 



Figure 12. Rôles des macrophages associés aux tumeurs (TAM), extrait de (Pollard, 2004).
Les macrophages sont recrutés sur le site tumoral. Ils sécrètent alors de nombreux facteurs 
prolifératifs, anti-apoptotiques et permettent le recrutement d’autres cellules comme les cellules 
endothéliales et les neutrophiles. Enfin, les TAMs sécrètent des protéases qui faciliteraient 
l’évasion des cellules tumorales vers les tissus environnants et par la suite dans la circulation. 
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cette fonction dans la plupart des tumeurs (Lawrence, 2007). Les TAM proviennent des 

monocytes circulants recrutés via différentes cytokines telles que MCP-1 (Monocyte 

Chemotactic Protein-1), M-CSF (Macrophage Colony Stimulating Factor), etc (Lewis and 

Pollard, 2006). La prolifération des cellules tumorales est à l’origine de la formation de zones 

hypoxiques dont la signature en cytokines s’apparenterait davantage à un tissu en souffrance 

qu’à une menace extérieure (Rodriguez-Vita and Lawrence, 2010). La conséquence directe de 

cet état est la différenciation des monocytes en macrophage de type M2 et engagés dans les 

processus de réparation tissulaire par le remodelage de l’environnement et d’angiogénèse. 

(Allavena et al., 2008). Les cytokines produites par le stroma tumoral ainsi que par les 

macrophages de type M2 provoqueraient également une atténuation de l’immunité adaptative, 

favorisant encore davantage la progression tumorale (Figure 12 ;(Pollard, 2004 ;Lewis and 

Pollard, 2006 ;Lawrence, 2007 ;Allavena et al., 2008)). 

Les macrophages sont également impliqués dans la mobilité des cellules tumorales 

(Wyckoff et al., 2004;Wyckoff et al., 2007), l’invasion tumorale (Lin et al., 2001), ainsi que 

dans la formation de métastases en favorisant l’intravasation (Wyckoff et al., 2007) et 

l’extravasation (Qian et al., 2009)des cellules tumorales. En effet, l’un des articles majeurs de 

ce domaine a démontré par l’utilisation de souris dépourvues du gène codant pour le M-CSF, 

et donc dépourvues de macrophages, l’importance de leur recrutement dans les différentes 

étapes du processus tumoral (Lin et al., 2001). Plus récemment, une étude, utilisant un modèle 

murin et des reconstitutions de moelle osseuse, a montré l’importance des protéases des 

macrophages (notamment les cathepsines-B et -S) dans l’invasion tumorale et le processus 

métastatique (Gocheva et al., 2010). 

 

En conclusion, les pathologies associées aux dysfonctionnements immunitaires 

peuvent avoir pour origine des défauts génétiques, affectant des effecteurs protéiques 

impliqués dans les fonctions cellulaires, ou peuvent provenir de désordres tissulaires 

engendrés par un recrutement dérégulé des macrophages. Certaines pathologies se 

caractérisent par des défauts de mobilisation ou de mobilité des phagocytes. Dès lors, la 

compréhension des mécanismes régissant la migration cellulaire devrait permettre d’identifier 

des cibles pharmacologiques potentielles permettant de contrôler le recrutement des 

macrophages. 
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Mécanismes cellulaires et moléculaires de la 

migration. 
De nombreux types cellulaires sont capables de migrer que ce soit au cours de 

l’embryogénèse (cellules de la crête neurale à l’origine de neurones et de mélanocytes) ou au 

cours de la vie de l'individu (fibroblastes pour la réparation tissulaire, cellules endothéliales 

des vaisseaux sanguins pour l’angiogénèse…). Pour les phagocytes, la migration est une 

fonction qu’ils doivent accomplir tout au long de leur vie et dans tous les tissus de 

l’organisme (Friedl and Wolf, 2010). Alors qu’in vivo la migration des phagocytes a 

essentiellement lieu en trois dimensions (3D), le processus de migration à essentiellement 

était étudié in vitro en deux dimensions (2D). On sait désormais que les mécanismes de la 

migration en 2D et en 3D diffèrent car les progrès techniques et les avancées scientifiques 

permettent aujourd’hui d’étudier la migration dans des systèmes 3D in vitro et in vivo. 

Les études de la migration en 2D ont permis de mettre en évidence l’importance des 

points adhérence des cellules, qui dans les macrophages sont des structures particulières 

appelées podosomes. L’étude des podosomes est complexe car de nombreux interacteurs 

cellulaires contrôlent leur mise en place, leur dynamique, leur organisation, leur fonction 

protéolytique. De plus, les études ont été menées dans des types cellulaires différents, 

fibroblastes transformés par Src, ostéoclastes, macrophages, cellules dendritiques et des 

études plus récentes montrent que des stimuli peuvent déclencher la formation de podosomes 

dans les cellules endothéliales et les cellules musculaires lisses. Dès lors, le rôle des protéines 

au niveau des podosomes doit être interprété avec précaution puisque les différents types 

cellulaires peuvent exprimer des protéines spécifiques à leur lignage. Récemment, les travaux 

de l’équipe ont permis de démontrer un lien entre l’organisation des podosomes des 

macrophages en 2D et la capacité des macrophages à migrer en 3D, processus qui implique 

une tyrosine kinase de la famille Src, Hck. 

Ainsi, je présenterai tout d’abord les mécanismes de la migration en 2D, avant de 

m’intéresser plus particulièrement aux podosomes, à leur organisation et aux rôles de certains 

de leurs constituants avant de montrer l’implication de Hck et de finir par les mécanismes de 

la migration en 3D. 

 

 



Figure 13. Etape de la
migration cellulaire en 2D,
extrait de (Ridley et al., 2003).
La polarisation de la cellule
induit l’extension du front de
migration, de filipodes et la
formation de points
d’adhérences. La contraction
de filaments d’actine-myosine
aboutit au désassemblage des
adhérences focales à l’arrière
de la cellule. Cette contractilité
couplée à la formation de
nouvelles adhérences au front
de migration induit la
translocation du corps
cellulaire.

Figure 14. Régulation de la
contraction acto-myosin
controlée par ROCK.
L’état de phosphorylation de la
chaine légère de myosine (MLC ;
Myosin Light Chain) conditionne
la relaxation ou la contraction de
l’acto-myosin (encadré pointillé).
MLCK: MLC Kinase
MLCP : MLC Phosphatase
ROCK : Rho-kinase
D’apres (Biname et al., 2010 ;
Ramachandran et al., 2011).
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I. Les mécanismes de la migration en 2D. 

A. La motilité cellulaire en 2D. 

Le mouvement des cellules en 2D a largement été documenté. Les cellules peuvent 

adopter une migration aléatoire ou directionnelle. En présence d’un facteur « motogenic » 

uniformément répartis dans l’environnement, la machinerie de motilité cellulaire va être 

activée et la cellule va se déplacer aléatoirement. 

B. Notion de tactisme. 

En présence d’une asymétrie de la répartition de facteur chimioattractants la cellule va 

diriger sa migration vers ces facteurs, elle est « attirée » on parle alors de tactisme. Les 

facteurs environnementaux impliqués peuvent être 1) solubles présents dans le milieu 

(chimiotactisme), 2) associés au substrat ou la MEC et favorisant l’adhérence (haptotactisme) 

3) mécanique telle que la rigidité du substrat (durotactisme) (Petrie et al., 2009). Ainsi, la 

migration des cellules est guidée par les chimoattractants présents dans le milieu et par les 

protéines de matrice extracellulaire avec lesquelles la cellule peut interagir. La cellule se 

dirige alors dans la direction où leur concentration est la plus élevée. Enfin, les cellules se 

dirigent en fonction de la rigidité du substrat en suivant la direction des plus fortes rigidités 

(Lo et al., 2000). 

C. Le caractère cyclique de la motilité cellulaire 

Les mouvements cellulaires reposent alors sur la mise en place de forces protrusives et 

tractrices. En effet, les cellules émettent des protrusions membranaires puis tractent le corps 

cellulaire (Biname et al., 2010). Le cytosquelette d’actine joue un rôle primordial dans ces 

processus par la genèse des protrusions grâce à la polymérisation des filaments d’actine puis 

par leur rapprochement grâce aux myosines qui génère la traction (Biname et al., 2010). Dès 

lors, une cellule émettant des protrusions dans toutes les directions sera immobilisée. Aussi, la 

polarisation est un évènement capital pour le mouvement cellulaire (Figure 13). 

L’étape de polarisation est caractérisée par la formation d’un front de migration 

(« leading edge ») à l’avant et d’un uropode (« trailing edge ») à l’arrière de la cellule (Figure 

13). Lors de la migration, l’alternance des étapes d’extension, d’adhérence, de traction du 

corps cellulaire nécessite de contrôler spatialement les forces nécessaires. Dans ce processus 

les protéines de la famille des Rho GTPase jouent un rôle prépondérant. En effet, en intégrant 

les signaux en amont issus des récepteurs (aux facteurs solubles et aux protéines matricielles) 

et en contrôlant en aval la balance de la polymérisation de l’actine et de la contraction 

cellulaire par les myosines, les Rho GTPase participent à la motilité cellulaire (Figure 13). 



Table 6. Composition protéique des adhérences focales, podosomes et invadopodes, 
extrait de (Block et al., 2008).
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Les récepteurs membranaires activés par leurs ligands peuvent induire un changement 

de conformation des intégrines, les faisant passer d’un état inactif à un état dit intermédiaire 

(le signal « inside-out »), permettant aux intégrines de lier leur ligand (MEC ou récepteur 

cellulaire). Cette liaison active complètement les intégrines, qui peuvent alors lier des 

effecteurs intracellulaires (signal « outside-in ») (Barreiro et al., 2007). Il existe donc une 

boucle d’activation mutuelle entre les intégrines et les RhoGTPases (Ridley et al., 2003). 

Ainsi au front de migration, Rac et Cdc42 peuvent agir en aval des intégrines pour stabiliser 

les point d’adhérence de la cellule (Ridley et al., 2003). Dans ce processus, Cdc42 permet 

l’émergence des filopodes, dont le rôle serait l’exploration de l’environnement proche et  le 

maintien de la polarisation (Biname et al., 2010), alors que Rac semble contrôler le 

lamellipode. A l’arrière de la cellule, bien que les mécanismes ne soient pas complètement 

établis, RhoA semble assurer la contractilité cellulaire par le contrôle de ROCK (Rho-

associated protein kinase). En effet, ROCK inhibe la MLCP (Myosin light chain 

phosphatase) en la phosphorylant, ce qui empêche la MLCP de déphosphoryler la MLC 

(Myosin light chain) permettant alors la contraction du cytosquelette d’acto-myosine (Figure 

14 ; (Biname et al., 2010 ;Ramachandran et al., 2011)). 

La coordination des évènements à l’avant (extensions membranaires, formation des 

points d’adhérences) et à l’arrière (désassemblage des points d’adhérence, contraction du 

cytosquelette d’acto-myosine) de la cellule permettra alors la translocation du corps cellulaire 

(Figure 13) (pour revue (Ridley et al., 2003 ;Petrie et al., 2009).    

D. Les points d’adhérence des cellules en 2D  

L’étude de la migration en 2D a mis en évidence la nécessité, pour la mobilité, de 

points d’adhérence dynamique entre la cellule et le substrat. Depuis, l’étude des structures 

d’adhérence cellulaire a permis d’en distinguer au moins trois types : les podosomes, les 

invadopodes et les adhérences focales. Ces différents sites d’adhérence, font intervenir des 

protéines transmembranaires (intégrines…), le cytosquelette (actine…) et différentes 

protéines adaptatrices (vinculine…) ou de signalisation (tyrosine kinase de la famille Src) qui 

leur sont communes ou pour certaines protéines tout-à-fait spécifiques (Table 6 ;(Block et al., 

2008;Albiges-Rizo et al., 2009)  

Alors que les adhésions focales semblent être présentes dans de nombreux types 

cellulaires, les podosomes  sont spécifiques des cellules du lignage monocytaire et les 

invadopodes en seraient l’ersatz présent dans les cellules tumorales. Depuis quelques années, 

les podosomes et les invadopodes sont regroupés dans la littérature sous l’appellation 



Aparté n°3. Les protéines tyrosine kinase de la
famille Src (SFK, Src Family Kinase)
comportent trois domaines homologues à Src
(SH, Src homology domain). Le domaine SH1
contient le domaine catalytique, le domaine SH2
permet l’interaction avec des tyrosines
phosphorylées, le domaine SH3 permet
l’interaction avec des domaines poly-proline. Les
SFK peuvent être sous deux conformations, une
conformation repliée dite inactive ou une
confromation dépliée et active. Ces changements
de conformation sont contrôlés par des
interactions intra-moléculaires de la protéine.
En effet, le domaine SH2 interagit avec une tyrosine phosphroylée (YT) localisée dans la région C-terminale,
et le domaine SH3 interagit avec un domaine poly-proline situé entre les domaines SH2 et SH3. Les
interacteurs des SFK peuvent alors réguler leur activité par la déphosphorylation de la tyrosine en C-
terminale ou par des interactions avec les domaines SH2 ou SH3 et ainsi rompre les interactions intra-
moléculaires. La partie N-terminale peut être acylée (palmitoylation, myristoylation) et pourrait contrôler
l’interaction des SFK avec des membranes (plasmique, lysosomale) régulant alors leur localisation
cellulaire. (Guiet et al., 2008).
Notons que l’oncogène viral v-Src est un mutant tronqué de la région C-terminale (contenant le tyrosine
régulatrice, (YT) ), ce qui rend cette protéine constitutivement active et fait d’elle un oncogène. L’étude des
SFK a permis, par mutagénèse dirigée, le remplacement de la tyrosine régulatrice par une phénylalanine et
ainsi l’obtention de mutant constitutivement actif (Srcca).

Figure 15. Schéma d’organisation du podosome.
(A) Le podosome se compose d’un cœur (core) d’actine, encerclé par des protéines constituant un anneau
(ring) qui permettent, entre autre, l’interaction des protéines d’adhérences (intégrines,CD44) avec l’actine.
Le cœur d’actine est chapeauté de protéines (cap proteins). (B) L’étude des podosomes a permis de mettre en
évidence le rôle clé de plusieurs protéines. Parmi elles, Cdc42 ,WASp et Arp2/3 sont localisées au cœur du
podosome et contrôlent la polymérisation de l’actine. La Vinculine serait impliquée dans l’interaction entre
les intégrines et l’actine. (A) extrait de (Linder et al., 2010) et (B) de (Block et al., 2008).
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d’invadosomes (Albiges-Rizo et al., 2009 ;Linder et al., 2010). Leurs compositions protéiques 

étant proches et leurs fonctions similaires (dégradation de matrice extracellulaire) cette 

dénomination permet ainsi d’extrapoler, avec prudence cependant, les résultats beaucoup plus 

abondants sur les invadopodes aux podosomes. Néanmoins de grandes différences les 

distinguent, notamment leur taille (les podosomes sont plus petits), leur nombre par cellules 

(les podosomes sont plus nombreux) et leur dynamique (les podosomes sont plus 

dynamiques) (Albiges-Rizo et al., 2009 ;Linder et al., 2010). 

II. Organisation des podosomes 

Au début des années 1980, l’équipe du Dr. Marchisio décrivait la présence de structures 

d’actine ponctuées à la face basale des monocytes et des osteoclastes, suggérant un lien de 

parenté entre ces cellules (Zallone et al., 1983). Dans les années qui ont suivi, leurs travaux 

ont identifié ces structures dans différents types cellulaires et notamment dans des cellules 

transformées par l’expression de l’oncogéne Src (Aparté n°3 ; (Tarone et al., 1985;Marchisio 

et al., 1988;Zambonin-Zallone et al., 1988;Gaidano et al., 1990)). Ces structures d’actine alors 

reliées à l’adhérence, à la motilité cellulaire, pouvant correspondre aux pieds des cellules, ont 

été baptisées "podosomes". 

A. Organisation individuelle des podosomes. 

Les podosomes sont constitués d’un cœur riche en F-actine (« core ») où de 

nombreuses protéines impliquées dans la nucléation/polymérisation de l’actine ont été 

retrouvées (WASp ; Arp2/3 ; cortactine…). Ce cœur d’actine est entouré par un anneau 

(« ring ») d’intégrines et de protéines adaptatrices (vinculine, taline…) qui participent à la 

mise en place et à la régulation de l’édifice (Figure 15). Entre les podosomes, 

perpendiculaires à la membrane plasmique, on observe un nuage d’actine (« cloud »), 

composé d’actine soluble et de filaments d’actine tangentiels à la membrane plasmique. Ce 

réseau secondaire serait impliqué dans l’agencement des podosomes en structures 

d’organisation supérieure. 

B. Organisation des podosomes en structures d’organisation supérieure. 

Les podosomes peuvent être éparpillés à la face basale des cellules ou regroupés 

comme cela a été observé dans les ostéoclastes, dans les cellules transformées par Src, et plus 

récemment dans les macrophages. 

Ainsi, il existe différents degrés d’agencement des podosomes, qui peuvent être 

individualisés sur toute la surface cellulaire, regroupés au front de migration de la cellule ou 

dans des groupes (« cluster »), ou enfin former des structures en anneaux aux dénominations 



Figure 16. Agencement des podosomes en structures d’organisation supérieure.
Marquage de la F-actine (phalloïdine) permettant l’observation de (A) rosette de podosomes de
fibroblastes exprimant Srcca, (B) de rosette de podosomes de macrophages murins (C) de sealing zone
d’ostéoclastes murins, (D) de l’agencement des podosomes en cluster, belt et seling zone dans les
ostéoclastes. (E) schéma de l’organisation des podosomes des ostéoclastes. Barre d’échelle (A) = 20µm,
(B)=10µm, (C)=20µm, (D)=10µm. (B et C) le contour des cellules est délimité par des pointillés.
(A) extrait de (Winograd-Katz et al., 2011), (B) de (Cougoule et al., 2010) (C) de (Heckel et al., 2009) et
(D) de (Jurdic et al., 2006).
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diverses en fonction des types cellulaires considérés. Pour les macrophages et cellules 

transformés par Src, on les nomme « rosettes », pour les osteoclastes en fonction de leur taille 

et de leur état de maturation elles se nomment « ring », « belt » et « sealing zone » (Figure 

16 ; (Jurdic et al., 2006;Cougoule et al., 2010 ;Linder et al., 2010)). 

L’importance de Src pour l’organisation des podosomes vient de l’observation  des 

cellules transformés par Src qui de novo forment des rosettes de podosomes ((Zallone et al., 

1983;Winograd-Katz et al., 2011); Figure 16) et de l’observation des ostéoclastes des souris 

src-/- qui ne peuvent plus les former (Destaing et al., 2008). La mise en place de la « sealing 

zone » est un processus crucial dans les ostéoclastes puisqu’elle permet de remplir leur 

fonction de dégradation de la matrice osseuse (Boyce et al., 1992). Ainsi, les souris src-/- 

présentent un défaut de résorption de la matrice osseuse (osteopétrose), caractérisé par une 

taille anormalement augmentée des os (Lowe et al., 1993). Les tyrosines kinases de la famille 

Src comprend 8 membres (Blk, Fgr, Fyn, Hck, Lck, Lyn, Src, Yes,) dont certains sont 

ubiquitaires (Src, Fyn, Yes), d’autres présentent des spécificités d’expression tissulaire  (Fgr, 

Hck, et Lyn, sont exprimés dans les phagocytes) (Guiet et al., 2008 ;Lowell, 2011). Aussi, 

dans les ostéoclastes src-/-, on observe une augmentation de l’expression de Hck, qui pourrait 

compenser la disparition de Src (Lowell et al., 1996). Le croisement de souris src-/- et hck -/-, 

mène à la mort après la naissance des deux-tiers des animaux et les survivants présentent une 

ostéopétrose majeure altérant le processus d’hématopoïèse par disparition de la cavité 

médullaire normalement mise en place par l’action des osteoclastes (Lowell et al., 1996). Ces 

résultats laissent donc supposer que Hck pourrait compenser mais seulement en partie les 

fonctions de Src. 

 

Ainsi, les protéines de la famille Src semblent être des agents majeurs de la 

réorganisation du cytosquelette d’actine permettant notamment la formation des agencements 

de podosomes sous forme de rosettes. Cette fonction pourrait être assurée par le contrôle des 

protéines à l’origine de la polymérisation de l’actine composant les podosomes. 

C. Les constituants des podosomes  

1. L’actine. 

La corrélation entre les images en microscopie à fluorescence et en microscopie 

électronique à balayage a permis de visualiser plus finement l’architecture et l’organisation 

des podosomes (Figure 17 ; (Luxenburg et al., 2007)). Ainsi, on observe le cœur d’actine, 
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Figure 17. Organisation et architecture de l’actine au niveau des podosomes.
(A-C) Observations de la face cytoplasmique de la membrane ventrale d’ostéoclaste. (A) la corrélation
de la microscopie électronique à balayage (MEB) et de la microscopie à fluorescence permet d’identifier
les podosomes en MEB grâce à la correspondance avec le marquage de l’actine. (a') MEB, (a'')
superposition des marquages de la F-actine (vert) et de la paxilline (rouge), (a''') superposition des
images (a') et (a''). (B) L’observation en MEB permet de visualiser (a) les câbles rayonnants autour du
podosome et (b) le cœur du podosome qui se démarque de la surface. (C) Observation à très fort
grossissement permet d’observer l’orientation des fibres d’actine, l’extrémité barbue est orientée vers le
centre du podosome. (D) Schéma de la polymérisation de l’actine et des différents groupes de protéines
pouvant la contrôler. Barre d’échelle (A)=1µm, (B)=2µm, (C) =0.5µm.
(A-B) Extrait de (Luxenburg et al., 2007), (B-C) de (Akisaka et al., 2008), (D) de (Revenu et al., 2004).
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formant un pilier perpendiculaire à la membrane plasmique, inséré dans un réseau de câbles 

de F-actine parallèles à la membrane plasmique (Figure 17). 

Les monomères d’actine globulaire (G-actine) s’associent pour former un filament 

hélicoïdal, l’actine filamentaire (F-actine) qui est asymétrique. En effet, les paramètres 

d’association et de dissociation diffèrent aux extrémités des filaments. Ainsi, on distingue 

l’extrémité « barbue » (barbed end) où les monomères s’assemble plus vite (appelé aussi 

extrémité « plus end ») de l’extrémité « pointue » (pointed end) ou « moins » (« minus end ») 

(Figure 17). L’observation en microscopie électronique a montré que l’extrémité barbue est 

dirigée vers le centre du podosome (Figure 17 ; (Akisaka et al., 2008)), suggérant que 

l’accroissement des filaments d’actine à lieu au cœur des podosomes.  

Les monomères de G-actine peuvent se lier à l’ADP et préférentiellement à l’ATP. 

Ainsi, les complexes ATP-G-actine se lient à l’extrémité plus, puis l’ATP est hydrolysé en 

ADP, ce qui induit un changement de conformation résultant en une forme moins stable qui se 

dissocie à l’extrémité moins. Les constantes de dissociation sont différentes aux deux 

extrémités du filament. Ceci a pour conséquence, l’établissement d’un pseudo-équilibre et 

d’un un flot continu (« treadmilling ») d’actine qui parcourent le filament ; des formes ATP-

G-actine à l’extrémité plus, hydrolysées en ADP-actine, qui changent de conformation et se 

dissocient. Ainsi, les filaments d’actine polymérisent (extrémité plus) à la base du podosome 

et se dépolymérisent à leur sommet. Notons que, de récents travaux de l’équipe, grâce à la 

combinaison de la microscopie à fluorescence et de la microscopie à force atomique, ont mis 

en évidence une rythmicité de la rigidité du cœur du podosome, dépendant notamment de sa 

capacité de polymérisation de l’actine et de l’activité du cytosquelette d’acto-myosine 

(Labernadie et al., 2010). Ainsi, le contrôle de la polymérisation et de la dépolymérisation 

doivent être à la base de la dynamique et de l’architecture complexe des podosomes.  

2. Interacteurs de l’actine 

De nombreuses protéines interagissent avec l’actine pour réguler sa polymérisation 

et/ou son organisation. Ainsi, on distingue plusieurs interacteurs de l’actine impliqués dans la 

nucléation, la réticulation (« crosslinking ») ou le regroupement (« bundling »), la protection 

(« capping ») ou le sectionnement (« severing ») des filaments d’actine (Figure 18 ;(Revenu et 

al., 2004)). 

a. Le complexe Arp2/3 et la nucléation de l’actine 

Le complexe Arp2/3 est un des acteurs majeurs de la polymérisation d’actine. En effet, 

ce complexe à la particularité de pouvoir générer des réseaux branchés de filaments d’actine 



Figure 18. Les interacteurs de l’actine.
(A) (a) L’addition de l’actine-ATP à lieu à l’extrémité (+). L’hydrolyse de l’ATP conduit l’actine-ADP à se 
dépolymériser à l’extrémité (-). Des protéines telles que la profiline et la cofiline régulent se processus. Des 
protéines favorisent (b) la nucléation, (c) la réticulation, (d) la protection et le sectionnement des fibres 
d’actine. (B) Implication de Arp2/3 dans différents processus cellulaires.
(A) Extrait de (Baum et al., 2006), (B) de (Campellone and Welch, 2010).
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(Goley and Welch, 2006 ;Campellone and Welch, 2010). In vitro, le complexe ARP2/3 peut 

se lier à un filament d’actine et initie l’assemblage d’un nouveau filament avec un angle de 

70° (Figure 18; (Campellone and Welch, 2010)). Le complexe Arp2/3 coiffe l’extrémité 

pointue du nouveau filament qui peut alors croitre par son extrémité plus.  

Au sein des cellules, le complexe Arp2/3 est impliqué dans de très nombreux 

processus passant par le contrôle de la polymérisation d’actine et qui nécessitent des 

régulateurs du complexe (Figure 18). L’implication du complexe Arp2/3 au niveau des 

podosomes a tout d’abord été mise en évidence par l’étude d’un de ses activateurs WASp, 

pour Wiskott-Aldrich syndrome protein. Puis il a été démontré que Arp2/3 est localisé au 

cœur du podosome des macrophages et qu’une diminution d’expression de Arp2/3 affecte la 

formation des podosomes des osteoclastes (Hurst et al., 2004). 

b. Les formines et la nucléation, le capping et le severing de l’actine 

Les formines peuvent se lier à l’extrémité barbue de la F-actine et favoriser son 

élongation. En effet, cette famille de protéines est caractérisée par la présence d’un domaine 

FH2 (FH, Formin Homology) permettant la nucléation de l’actine et par un domaine FH1 

permettant l’interaction avec la profiline liée à l’actine (Figure 18 ; (Campellone and Welch, 

2010;Nurnberg et al., 2011 )). Certaines formines, telle que FRL1, peuvent également couper 

(« severing ») des filaments d’actine (Harris et al., 2004). 

Récemment, il a été démontré que FRL1 est localisée au cœur des podosomes et que 

sa localisation est sous le contrôle antagoniste de Cdc42 et Rac1 (Mersich et al., 2010). De 

plus, FRL1 est nécessaire à leur dynamique, en son absence, il y a moins de podosomes mais 

ceux qui restent sont plus gros (Mersich et al., 2010). L’activité de coupure de l’actine de 

FRL1 n’est pas démontrée aux niveaux des podosomes, mais les modèles de fonctionnement 

des podosomes et le défaut associé à l’absence de FRL1 le suggère (Destaing et al., 

2003;Mersich et al., 2010 ). 

c. Organisation de la F-actine (Réticulation / regroupement) 

De nombreuses protéines peuvent organiser l’agencement des filaments d’actine. 

Parmi elles le complexe Arp2/3, l’α-actinine, la myosine IIa et la Filamine A permettent des 

organisations variées. 

L’α-actinine qui permet de relier parallèlement des filaments d’actine (Figure 18), a 

été identifiée dans les rosettes de podosomes de fibroblastes transformés par Src et dans les 

ostéoclastes (Nermut et al., 1991 ;Luxenburg et al., 2006).  



. 

Figure 19. La Myosine II et la FilamineA organisateurs de la F-actine.
(A).(a)Schéma d’un monomère de myosine IIa. (b) La myosine IIa s’assemble en filament bipolaire par la
région C-terminale, alors que la région N-terminale interagit avec l’actine. L’activation du domaine moteur
de la myosine IIa conduit au rapprochement des fibres d’actine. (B) Modèle proposé pour l’interaction de la
FilamineA avec l’actine. (C) schéma de la structure de la FilamineA et des sites identifiés de certains
interacteurs.(A) extrait de (Clark et al., 2007), (B-C) de (Zhou et al., 2010).
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La myosine IIa permettrait quant à elle de faire « coulisser » les filaments d’actine par 

des changements conformationnels grâce à l’hydrolyse de l’ATP (Figure 19 ; (Clark et al., 

2007). Elle peut être retrouvée autour du cœur d’actine et au niveau des câbles tangentiels à la 

membrane (Linder et al., 2010). Elle est impliquée dans le contrôle des podosomes (Kopp et 

al., 2006 ;Collin et al., 2008 ;Labernadie et al., 2010) mais les mécanismes d’action ne sont 

pas encore élucidés. A titre d’exemple, l’ajout de blebbistatine, bloquant la tête de la myosine 

IIA dans une conformation à faible affinité pour l’actine (Kovacs et al., 2004), peut faire 

disparaitre les podosomes de macrophages humains adhérents (Kopp et al., 2006)) ou n’avoir 

aucun effet si ces macrophages viennent d’être déposés et sont en train d’adhérer (données 

personnelles). Ces phénotypes font l’objet d’investigations dans l’équipe. 

La Filamine A peut entrecroiser les filaments d’actine (Figure 19 ; (Zhou et al., 

2010 ;Kim and McCulloch, 2011)). In vitro, sa présence est nécessaire pour obtenir un gel 

d’acto-myosine aux propriétés comparables à celle d’une cellule (Koenderink et al., 2009). 

Elle est retrouvée dans la sealing zone des osteoclastes (Marzia et al., 2006) et récemment elle 

a été impliquée dans la migration en 2D des monocytes (Leung et al., 2010). En plus de son 

action d’organisateur des filaments d’actine, la Filamine A peut interagir avec un grand 

nombre de composants des podosomes, tels que les RhoGTPases, et les intégrines (Zhou et 

al., 2010;Kim and McCulloch, 2011). 

3. Les integrines 

Les intégrines sont des hétérodimères transmembranaires composés d’une chaîne α et 

d’une chaîne β. Chez l’Homme, il y a 18 chaînes α et 8 chaînes β, pouvant s’associer en 24 

hétérodimères. Les intégrines permettent les interactions de la cellule avec la MEC mais 

également avec d’autres cellules en interagissant avec les protéines à leurs surfaces (Figure 20 

; (Takada et al., 2007)). 

L’interaction des intégrines avec le ligand a lieu à l’intersection de la chaîne α et de la 

chaîne β. Il est communément accepté que les chaînes α assurent la spécificité vis-à-vis des 

ligands, alors que les chaînes β assurent la transmission de signaux via l’interaction avec de 

nombreuses protéines (Barczyk et al., 2010). Notons néanmoins que quelques études prouvent 

l’existence d’interaction entre les chaînes α et des partenaires cytoplasmiques (Legate and 

Fassler, 2009). Enfin on peut distinguer 2 classes de chaînes α par la présence d’un domaine I. 

Ce domaine permettrait l’interaction avec le collagène (Barczyk et al., 2010). 

L’activation des intégrines est un processus complexe faisant intervenir des 

changements de conformations intra- et inter-moléculaires, accompagné par l’interaction avec 



Figure 20. Les intégrines
(A) Représentation des 24 hétérodimères d’intégrines. Les sous-unité α avec un domaine αI ont une
astérisque. Les intégrines des cellules immunitaires ont une ligne rouge. (B) Représentation schématique des
intégrines sous la conformation (a) inactive, (b) apprêtée (primed), (c) liée au ligand. La liaison de ligand et
de protéines intracellulaires (telle que la taline), induit la mise en place (d) du cytosquelette d’actin, de
tension et (e) de cascades de signalisations. Les représentations (a-c) sont des conformations permettant la
signalisation « inside-ou », et (d-e) la signaliastion « outside-in ». (A) extrait de (Luo et al., 2007), (B) de
(Askari et al., 2009).
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des ions se fixant dans des domaines précis des chaînes α et β. Ces changements de 

conformation peuvent être induits par des signaux provenant de l’extérieur de la cellule 

(signalisation « outside-in ») ou par des régulations internes (signalisation « inside-out ») 

(Figure 20 ; (Luo et al., 2007 ;Askari et al., 2009). 

Les nombreuses protéines interagissant avec les intégrines peuvent être catégorisées en 

trois groupes relatifs à leurs fonctions. Les protéines ayant un rôle structural, reliant les 

intégrines à l’actine, un rôle de plateforme (« scaffold »), fournissant des sites d’interactions 

supplémentaires, et enfin un rôle catalytique, responsable de la propagation des signaux par 

phosphorylation (Legate and Fassler, 2009). Toutes ces protéines doivent alors « se partager » 

les sites possibles d’interaction. Ce processus pourrait alors être modulé par les 

phosphorylations des résidus serine, thréonine et tyrosine (Legate and Fassler, 2009). 

Au niveau des podosomes, les intégrines forment un anneau entourant la base du cœur 

d’actine. Elles seraient reliées à l’actine grâce aux protéines adaptatrices (taline, vinculine…). 

Récemment, il a été observé que l’intégrine β3 peut être localisée au cœur du podosome des 

macrophages où elle interagirait avec la formine FRL1 (Mersich et al., 2010). Enfin, il a été 

récemment démontré que l’intégrine β1 est nécessaire à la formation de rosette de podosome 

dans des cellules exprimant Src
ca

 (Destaing et al., 2010). Les différentes intégrines pourraient 

donc jouer le même rôle dans les différents invadosomes étudiés, à savoir, relier la matrice 

extracellulaire au cytosquelette. Elles pourraient également jouer des rôles particuliers en 

fonction de leur localisation (sous le cœur d’actine des invadosomes, à l’anneau entourant le 

cœur d’actine, à la périphérie des rosettes de podosomes). 

4. Les protéines de signalisation 

De nombreux événements de signalisation sont importants pour le contrôle des 

podosomes. Parmi eux la signalisation contrôlée par les kinases de la famille Src est capitale 

puisque leur expression ectopique sous forme mutante constitutivement active mène à la 

formation de rosettes de podosomes (Zallone et al., 1983 ;Cougoule et al., 2005) et leur 

inhibition par des agents chimiques (PP1; PP2; SU6656) provoque la disparition des 

podosomes (Linder et al., 2000b ;Cougoule et al., 2005).  

L’étude de Src dans différents systèmes cellulaires a mis en évidence son implication 

dans la signalisation des intégrines (Huveneers and Danen, 2009 ;Legate and Fassler, 2009), 

le contrôle des protéases (Nyalendo et al., 2007 ;Ouyang et al., 2010 ;Hu et al., 2011), la 

phosphorylation de protéines structurales des points d’adhérences des cellules (Albiges-Rizo 

et al., 2009 ;Destaing et al., 2011). Au niveau des podosomes, Src a été impliquée dans 



Figure 21. Vue schématique des voies de signalisations menant à l’organisation de l’actine au
niveau des invadopodes /podosomes, extrait de (Albiges-Rizo et al., 2009).
(A) Des récepteurs (tels que les intégrines) se lient aux composants de la matrice extracellulaire.
(B) Le recrutement de Src au site d’adhérences, déclenchent des voies de signalisation par la
phosphorylation de plusieurs protéine (cortactine, WASp) permettant la polymérisation d’actine via
Arp2/3. (C) mDia1 allonge les filaments d’actine en une structure en colonne à partir du réseau
généré par Arp2/3. (D) Les podosomes/invadopodes sont connectés par l’intermédiaire d’un réseau
d’actine parallèle à la membrane.
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l’initiation de l’assemblage du podosome, la régulation du « treadmilling », l’architecture et le 

désassemblage de la structure  (Badowski et al., 2008 ;Destaing et al., 2008 ;Albiges-Rizo et 

al., 2009;Destaing et al., 2010 ;Destaing et al., 2011). 

Récemment, un modèle de coordination et de dynamique de l’organisation du 

podosome a émergé. L’engagement des intégrines avec la MEC, suivi du recrutement de Src, 

permettrait l’activation des régulateurs de polymérisation de l’actine avec les protéines 

Cdc42-WASp-Arp2/3 qui permettent la polymérisation de l’actine sous forme branchée et les 

formines, la formation de colonnes d’actine (Figure 21 ; (Albiges-Rizo et al., 2009)). 

WASp est une proteine spécifique du lignage hématopoïétique, dont la forme 

ubiquitaire est N-WASP. Elle se compose de plusieurs domaines permettant l’interaction avec 

l’actine, le complexe Arp2/3 et la Rho GTPase Cdc42 (Dovas and Cox, 2010). Elle peut être 

phosphorylée sur un résidu tyrosine, Y291, et des mutants mimant la phosphorylation 

(WASp-Y291E) ou l’empêchant (WASp-Y291F) ont été générés.  

Les macrophages de patients atteints du syndrome de Wiskott-Aldrich présentent un 

défaut de formation des podosomes (Linder et al., 1999), pouvant être reproduit en micro-

injectant des mutants des protéines WASp et Cdc42. Ces deux protéines co-localisent au cœur 

d’actine des podosomes et sont nécessaires pour le contrôle de l’assemblage et du 

désassemblage des podosomes. La présence du complexe Arp2/3 au podosome et son 

implication dans la formation et le maintien des podosomes a été publiée l’année suivante 

(Linder et al., 2000a). Plus récemment, il a été démontré que les mutations de WASp sur 

Y291 (WASp-Y291E et WASp-Y291F) n’affectent pas la capacité des cellules à former des 

podosomes. Cependant la mutation WASp-Y291E (qui mime la phosphorylation de la 

tyrosine) affecte les podosomes en eux-mêmes : ils sont un peu plus petits et un peu plus 

nombreux (Dovas et al., 2009). Or WASP a été identifié comme un interacteur de la tyrosine 

kinase de la famille Src : Hck (Scott et al., 2002). De plus, l’activation de Hck induit une 

polymérisation d’actine dépendante de WASP (Vincent et al., 2007), la phosphorylation sur 

tyrosine de WASP augmente son potentiel d’activateur de la polymérisation d’actine (Cory et 

al., 2002), le mutant mimant la phosphorylation sur tyrosine (WASp-Y291E) induit la 

formation plus rapide de podosomes et permet la protéolyse de la matrice contrairement au 

mutant non phosphorylable (WASp-Y291F) (Dovas et al., 2009). Enfin,  l’association de 

WASp avec mDia permet le recrutement de Hck, la phosphorylation de WASp et ce processus 

serait impliqué dans le chimiotactisme des neutrophiles (Shi et al., 2009). Ainsi, dans les 



Figure 22. Activité protéolytique des podosomes.
(A) Marquages fluorescents de macrophages humains déposés sur une lamelle de verre recouverte de
Gélatine-FITC. (B) Marquages fluorescents de macrophage murin (Raw2644.7) Localisation de MT1-
MMP aux podosomes. Barre d’échelle (A)=20µm, (B) =10µm
(A) Extrait de (Van Goethem et al., 2010), (B) de (Nusblat et al., 2011).
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macrophages (où les membres de la famille Src prépondérants sont Hck, Lyn et Fgr) WASp et 

Hck pourraient être des partenaires nécessaires à la formation des podosomes. 

Des travaux sur N-WASp, la forme ubiquitaire de WASp également présente dans les 

macrophages, ont montré que N-WASp peu compenser les fonctions de WASp, en termes de 

formation de podosomes et de mobilité cellulaire en 2D (Isaac et al., 2010). Puis, les auteurs 

ont démontré que la diminution d’expression de N-WASp n’affecte pas la capacité des 

cellules à faire des podosomes, mais qu’elle affecte grandement leur capacité à dégrader la 

MEC. Cette fonction nécessite son domaine d’interaction avec l’actine et permet une correcte 

localisation de MT1-MMP (Membrane type 1 Matrix Metalloproteinase) aux podosomes 

(Nusblat et al., 2011). Cependant, il reste à découvrir si N-WASp module la localisation de 

MT1-MMP par son apport ou son recyclage. 

D. Activité protéolytique des podosomes. 

Les podosomes sont caractérisés par leur fonction d’adhérence et de dégradation de la 

matrice extracellulaire. L’expérience la plus communément réalisée pour observer cette 

fonction consiste à 1) fixer, sur une lamelle de verre, de la gélatine couplée à un fluorophore 

(en générale du FITC), 2) déposer des cellules sur ce substrat fluorescent pendant plusieurs 

heures, 3) observer par microscopie la gélatine fluorescente et l’apparition de zones non-

fluorescentes, qui témoignent de l’activité protéolytique des cellules (Figure 22). 

 Dans ce contexte, la protéolyse de la matrice par les podosomes des macrophages est 

dépendante de l’activité des MMP (Matrix Metalloproteinase) (Van Goethem et al., 

2010 ;Hadler-Olsen et al., 2011). De plus, la dégradation de fibronectine ou de collagène de 

type I est dépendante de la localisation de MT1-MMP aux podosomes (Wiesner et al., 

2010 ;Nusblat et al., 2011). Notons ici que, pour des ostéoclastes, l’activité protéolytique des 

MMP influence également l’efficacité de dégradation en régulant la dynamique des 

podosomes (Goto et al., 2002 ;West et al., 2008). Enfin, dans des fibroblastes transformés par 

Src, l’activité de dégradation de leurs rosettes de podosomes est assurée par les MMP et par la 

cathepsine-B contenue dans les lysosomes (Tu et al., 2008). Un fait intéressant est que 

l’exocytose forcée des lysosomes conduit à la formation de rosettes de podosomes, que 

l’isoforme p61Hck est associée aux lysosomes et que cette localisation est nécessaire pour que 

p61Hck
ca

 induise la formation de rosettes de podosomes (Cougoule et al., 2005). Enfin, la 

délétion du gène Hck se traduit, dans les macrophages murins, par un défaut de formation de 

rosettes de podosomes et de dégradation de la matrice (Cougoule et al., 2010). Les 



Figure 23. Relation entre microtubules et podosomes.
(A) Le marquage fluorescent de la F-actine (en rouge) et des microtubules (en vert) montre une
relation étroite de ces structures (flèches). (B) L’observation par microscopie électronique des
podosomes (tête de flèche) montre également une proximité importante avec les microtubules
(flèche). Barre d’échelle (A)=10µm, (B) haut = 5µm , bas=200nm, droite= 500nm. (A) Extrait de
(Akisaka et al., 2008) (B) de (Evans et al., 2003).
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mécanismes précis pouvant être à l’origine de l’utilisation des protéases lysosomales dans ce 

cas, et des MMP décrites ci-dessus, restent à élucider. 

E. Dynamique des podosomes. 

Les podosomes sont des structures hautement dynamiques, le temps de 

renouvellement de l’actine polymérisée peut être compris entre 15 sec et 1 min (Destaing et 

al., 2003 ;Destaing et al., 2008). Ils peuvent présenter une durée de vie courte (inférieure à 1 

min) ou longue (jusqu'à 20 min). Plusieurs études ont montrées que la durée de vie des 

podosomes dépend : 

 du comportement de la cellule (motile versus statique) 

 de la localisation des podosomes dans la cellule (périphérie versus centre) 

 de leur mode de genèse (formation de novo versus issue de fission) 

 des interactions avec le cytosquelette (rôle des microtubules) 

 de la signalisation impliquant Src, WASp, les protéases. 

 de la rigidité du substrat  

Ainsi, la durée de vie des podosome est influencée par la motilité cellulaire. Lorsque 

les cellules sont statiques les podosomes sont « stables » au centre de la cellule et plutôt 

instables à la périphérie. Lorsque les cellules sont motiles, les podosomes au front de 

migration ont des durées de vie plutôt courtes. Dans ce contexte, ils peuvent se former de 

novo, mais également par un mécanisme de fission, qu’il reste à caractériser (Evans et al., 

2003).  Leur dynamique semble alors être contrôlée par le réseau de microtubules (Figure 23 ; 

(Evans et al., 2003 ;Kopp et al., 2006)). En effet, la stabilisation ou déstabilisation du réseau 

de microtubules affecte la durée de vie des podosomes issus d’une fission ; la stabilisation des 

microtubules augmente la durée de vie de ces podosomes et leur déstabilisation la diminue 

(par une augmentation du nombre de fission) (Evans et al., 2003). 

Bien évidemment, la durée de vie des podosomes est finement contrôlée, et implique 

des régulateurs majeurs tels que WASp, les protéases et Src. Pour WASp, sa capacité à 

promouvoir l’assemblage de l’actine, par son état de phosphorylation, serait associée à la 

stabilité des podosomes (Dovas et al., 2009). Néanmoins, l’étude d’une mutation ponctuelle 

(Ile294Thr, retrouvée chez un patient) qui augmente également la capacité de WASp à 

promouvoir l’assemblage de l’actine, augmente le nombre de podosomes par macrophage, et 

augmente le renouvellement (diminue la durée de vie) des podosomes (Ancliff et al., 2006). 

WASp peut également être dégradée par la calpaine, ce qui semble affecter la dynamique et 

l’organisation des podosomes et par conséquent la motilité cellulaire et l’activité de 
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dégradation (Calle et al., 2006 ;Marzia et al., 2006). Notons que l’interaction de Wasp avec 

Wip (WASp interacting protein) est nécessaire à la fonction de WASP (Chou et al., 2006) et 

peut  protéger WASp de la dégradation par la calpaine (de la Fuente et al., 2007) . Ainsi, les 

protéases peuvent jouer un rôle intracellulaire, en plus du rôle caractérisé pour des protéases 

extracellulaires (Goto et al., 2002 ;West et al., 2008), sur la dynamique des podosomes. 

Les podosomes des ostéoclastes src-/- ont une durée de vie augmentée. En plus du 

défaut de formation de rosettes préalablement constaté, O. Destaing et al. ont montré que les 

ostéoclastes src-/- ont moins de podosomes, ont un nuage d’actine diminué et présentent une 

diminution du remplacement de l’actine au sein du podosome (Destaing et al., 2008). Enfin, 

grâce aux fibroblastes transformés par Src, il a été possible de montrer que les 

podosomes/invadopodes ont une durée de vie et une organisation spatiale qui sont sensibles à 

la rigidité du substrat. Ainsi, la durée de vie augmente et la distance entre les podosomes 

diminue à mesure que la rigidité du substrat augmente (Collin et al., 2006). De plus, les 

rosettes de podosomes de ces fibroblastes 1) sont sensibles à des inhibiteurs de myosine, 2) 

sont capables d’exercer des tractions et des déplacements du substrat sur lequel elles reposent 

et 3) exercent d’autant plus de forces que le substrat est rigide (Collin et al., 2008). De ces 

observations est née l’idée que les podosomes pourraient jouer le rôle de senseur mécanique 

de l’environnement cellulaire. 

Les leucocytes et en particulier les macrophages doivent être capables d’atteindre tous 

les tissus de l’organisme afin de les « protéger » et doivent donc s’adapter aux différents 

milieux qu’ils peuvent être amenés à rencontrer. Une étude élégante avait ainsi décrit que la 

forme des macrophages varie avec le substrat qu’ils rencontrent, passant d’une forme arrondie 

à une forme aplatie à mesure que la rigidité du substrat augmente (Fereol et al., 2006). Les 

podosomes pourraient ainsi être des organelles assurant la mécano-transduction et ainsi 

l’adaptation de la cellule à son environnement. 

 

III. Les rôles de la tyrosine kinase Hck dans les Macrophages 

Hck (hematopoeitic cell kinase) est une kinase de la famille Src spécifiquement 

exprimée dans les phagocytes. En effet, parmi les membres de la famille Src, ces cellules 

expriment majoritairement les tyrosines kinases Hck, Fgr et Lyn alors que Src y est peu ou 

pas exprimé (Lowell, 2004). Initialement décrite pour son rôle dans la phagocytose (Lowell et 

al., 1994 ;Mohn et al., 1995 ;Welch and Maridonneau-Parini, 1997 ;Astarie-Dequeker et al., 

2002 ;Cougoule et al., 2002 ;Le Cabec et al., 2002 ;Guiet et al., 2008), les travaux plus récents 

de l’équipe ont montré l’implication de Hck dans le contrôle des podosomes (Cougoule et al., 



Figure 24. Différence de localisation et de phénotype des deux isoformes de Hck,
adapté de (Guiet et al., 2008).
(A) Schéma des deux isoformes de Hck, issues de la traduction alternative d’un même
ARNmessager et ne différant que de 21 acides aminés dans leur domaine Unique. Les
deux isoformes ont des acylation différentes. Alors que p61Hck porte un myristate,
p59Hck porte un myristate et un palmitate. (B) L’expression ectopique, dans des
cellules modèles (fibroblaste murin embryonnaire; MEF3T3 (a)), de Hck en fusion
avec la GFP a permis de montrer que (b) p59Hck est localisée à la membrane
plasmique, (c) p61Hck est associée lysosomes. L’expression ectopique de mutants
constitutivement actifs (Hckca) a permis de montrer que p59 Hckca induit la formation
de protrusions membranaires (d et e, tête de flèche) et p61Hckca de rosettes de
podosomes (d et f, flèche).
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2005 ;Poincloux et al., 2007 ;Guiet et al., 2008;Cougoule et al., 2010 ;Van Goethem et al., 

2011). 

Hck est exprimée sous deux isoformes, p59Hck et p61Hck, issues de la traduction 

alternative d’un même ARN messager (Figure 24). Notons que les deux isoformes de Hck ne 

diffèrent que par leur région N-terminale, l’isoforme p61Hck contenant 21 acides aminés 

supplémentaires.  Les stratégies visant à diminuer son expression (siRNA, shRNA) affectent 

donc les deux isoformes de la protéine. Grâce à la mutagénèse dirigée de la séquence codante 

de Hck, l’équipe a déterminé la localisation et la fonction spécifique de chaque isoforme. 

L’expression ectopique de Hck a montré que les deux isoformes sont présentes à 

l’appareil de Golgi mais que p59Hck est également localisée à la membrane plasmique, alors 

que p61Hck est associée à la face cytoplasmique de la membrane des lysosomes. Cette 

localisation est en partie dictée par leur degré d’acylation. En effet, p61Hck est myristoylée 

alors que p59Hck est myristoylée et palmitoylée. La suppression, par mutagenèse dirigée, de 

la palmitoylation redirige l’isoforme p59Hck à la membrane des lysosomes (Figure 24 ;  

(Carreno et al., 2000 ;Astarie-Dequeker et al., 2002 ;Carreno et al., 2002 ;Guiet et al., 2008)).  

L’expression du mutant, constitutivement actif, p59Hck
ca

 (Figure 24) déclenche la 

formation de protrusions membranaires. Ce phénotype requiert la localisation de Hck à la 

membrane plasmique, l’activité kinase du domaine SH1, le domaine SH2 mais pas le domaine 

SH3 et est dépendant de l’activité de Rac et Cdc42 (Carreno et al., 2002). 

L’expression du mutant, constitutivement actif, p61Hck
ca

 entraîne la formation de 

novo de rosettes de podosomes (Figure 24). Ce phénotype requiert la localisation de Hck aux 

lysosomes, l’activité kinase du domaine SH1, les domaines SH2 et SH3 ainsi que l’activité de 

Rac, Cdc42 et Rho (Cougoule et al., 2005). Tout comme pour Src, l’expression ectopique 

p61Hck
ca

 permet donc la formation de rosettes de podosomes. 

Ces fonctions nouvellement décrites étaient tout-à-fait compatibles avec l’implication 

plus ancienne de Hck dans le processus de phagocytose. En effet, par la formation de 

protrusions membranaires p59Hck, qui signalise notamment en aval de récepteurs de 

phagocytose (FcγR (Wang et al., 1994), CR3 (Bohuslav et al., 1995 ;Le Cabec et al., 2002 )), 

participerait à la capture des éléments devant être phagocytés. Par sa présence aux lysosomes, 

p61Hck, intervient dans leur mobilisation, leur fusion avec le phagosome et ainsi participerait 

à la maturation du phagosome (Mohn et al., 1995 ;Astarie-Dequeker et al., 2002). Toutefois, 

l’implication de Hck dans la formation de rosettes de podosomes suggérait aussi un rôle dans 

la migration cellulaire, fonction essentielle des phagocytes qui migrent vers un site infectieux. 



Figure 25. Corrélation entre la formation de rosettes de podosomes induite par Hck
et la migration 3D, extrait de (Cougoule et al., 2010).
(A) L’invasion de fibroblastes au travers de matrice de Matrigel™ n’est augmentée que
par l’expression des deux isoformes de Hck. (B) La capacité des fibroblastes exprimant
les deux isoformes de Hck à envahir cette matrice est alors corrélée à leur capacité à
former des rosettes en 2D. (C) Les macrophages Hck-/- ont un défaut de migration 3D
protéases-dépendente dans une matrice de Matrigel™ comparable à l’inhibition de la
migration des macrophages wt par des inhibiteurs de protéases. (D) Les macrophages
Hck-/- ont également un défaut de formation de rosettes de podosomes en 2D. Les
défauts d’organisation des podosomes en 2D et de migration en 3D, sont associés à (E)
un défaut de recrutement des macrophages lors d’une inflammation du péritoine et (F) à
une accumulation des cellules dans les tissus interstitiels (marqués par des
astérisques).Les images de droite sont des agrandissements représentés par des rectangles
dans les images de gauches.
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En effet, l’expression ectopique des deux isoformes de Hck conduit à la formation de 

protrusions membranaires, qui pourraient explorer l’environnement, et de rosette de 

podosome, capable de dégrader la matrice extracellulaire, pour générer un chemin. De façon 

intéressante, lorsque les deux isoformes sont exprimées, les rosettes se forment 

préférentiellement à l’extrémité des protrusions. Or l’expression simultanée des deux 

isoformes s’accompagne d’un gain de fonction pour les fibroblastes qui sont alors capables de 

migrer dans une matrice extracellulaire en 3D in vitro (Figure 25 ; (Cougoule et al., 2010)). 

La synergie des deux phénotypes est nécessaire à cette fonction, car l’expression de chaque 

isoforme seule ne permet pas de conférer des capacités migratoires différentes de celles des 

cellules parentales (Figure 25). Ces résultats ont amené l’équipe à étudier in vitro et in vivo la 

migration en 2D et en 3D des macrophages et le rôle de Hck dans ce processus. 

L’étude de la migration de macrophages murins différenciés à partir de moelle osseuse 

(BMDM pour Bone Marrow Derived Macrophage) a permis de démontrer que pour les 

cellules en 2D, Hck est requise pour la formation de rosette de podosome, pour la dégradation 

de matrice extracellulaire, mais n’est pas impliquée dans la motilité en 2D (Cougoule et al., 

2010). De plus, la migration in vitro en 3D (dans une matrice dense nécessitant l’utilisation 

des protéases cf. Les mécanismes de la migration en 3D des macrophages humains, p41), des 

macrophages Hck -/- est affectée. Enfin, le recrutement des macrophages à un site 

inflammatoire in vivo est lui aussi inhibé. En effet, bien que l’extravasation ne soit pas 

affectée, les macrophages s’accumulent dans les tissus interstitiels entourant le site 

inflammatoire (Figure 25 ; (Cougoule et al., 2010)). L’ensemble de ces résultats suggèrent 

que Hck est impliquée dans la migration 3D des macrophages par sa capacité à réorganiser le 

cytosquelette d’actine des cellules afin de former des protrusions membranaires et à 

réorganiser les podosomes en rosettes afin de dégrader la matrice extracellulaire. 

 

En conclusion, l’étude des podosomes, des macrophages en deux dimensions, a mis en 

évidence le rôle de nombreuses protéines qui assurent la polymérisation dynamique des 

filaments d’actine, permettent l’interaction de l’actine avec les intégrines et contrôlent 

l’activité protéolytique des podosomes. Les travaux de l’équipe ont mis en évidence que Hck 

confère à des fibroblastes la capacité 1) de former des rosettes de podosome, 2) de dégrader la 

matrice extracellulaire et 3) de migrer à travers de la matrice extracellulaire. Hck étant 

exprimée de façon spécifique dans les phagocytes, ces résultats ont amené l’équipe à étudier 

les mécanismes de la migration des macrophages en 3D. 



Figure 26. Organisation et paramètres physiques des matrices extracellulaires in vitro.
(A) L’observation, par microscopie électronique à transmission, des matrices de collagène et de
Matrigel™, montre des organisation distinctes. (B) La mesure rhéométrique du module élastique
(G’) et du module visqueux (G’’) de chaque matrice montre que le Matrigel™ et le collagène
« gélifié » ont des propriétés similaires. Extrait de (Van Goethem et al., 2010).
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IV. Les mécanismes de la migration en trois-dimensions. 

Les avancées techniques et technologiques ont permis de complexifier les méthodes 

d’études des processus migratoires et ainsi de s’intéresser aux mécanismes de la migration en 

3D. L’incidence des cancers et le danger que représentent leurs métastases ont poussé la 

communauté scientifique à s’intéresser à la migration des cellules tumorales. Plus récemment, 

les études des cellules du système immunitaire ont permis d’étendre ces observations. 

A. Les modèles d’étude de la migration 3D. 

1. Les modèles in vitro. 

L’étude de la migration des cellules en 3D fait suite à la mise au point de matrices 

extracellulaires reconstituées in vitro. Ainsi les deux matrices les plus couramment utilisées 

sont les extraits de matrices de tumeurs solides (Matrigel™) et le collagène de type I (ColI). 

Le Matrigel™, est purifié à partir d’un sarcome murin (Kleinman and Martin, 2005 

;Burdett et al., 2010). Sa composition est proche de celle de la membrane basale (ColIV, 

laminine…) à laquelle se rajoutent de nombreuses protéines du stroma tumoral (facteurs de 

croissance…)(Burdett et al., 2010). Nous avons montré que la matrice 3D ainsi obtenue est 

très peu poreuse (Figure 26). 

Le ColI est purifié à partir de différents tissus animaux par l’utilisation de protéases 

(de la pepsine) ou de solutions acides, permettant d’obtenir respectivement du ColI dit 

« dénaturé »  ou  « natif ». L’extraction par la pepsine, coupe un site nécessaire à la 

réticulation du collagène et produit donc du ColI « dénaturé », c’est ce type de collagène qui 

est utilisé dans l’équipe. La polymérisation du ColI permet d’obtenir des matrices 3D 

fibrillaires. On peut faire varier la concentration en ColI, et ainsi la porosité du maillage. 

Récemment, l’équipe a utilisé une matrice de ColI, dite gélifiée, en modifiant le protocole de 

polymérisation (Van Goethem et al., 2010). Cette matrice présente des propriétés physiques et 

d’organisation semblable à celle du Matrigel™ (Figure 26). 

2. Les modèles in vivo. 

Grâce aux progrès réalisés dans le domaine de la microscopie, le processus migratoire 

de cellules au sein d’organismes vivants est maintenant observable. Ces techniques de 

microscopie intra-vitale ont ainsi permis de visualiser le mouvement des cellules au sein de la 

circulation sanguine et lymphatique mais également dans les tissus (Lammermann et al., 

2008). Il faut toutefois noter que, pour l’instant, les contraintes techniques ne permettent 

l’étude que de tissus relativement superficiels (tumeurs sous-cutanées, derme, glande 

mammaire ; (Wang et al., 2002 ;Wolf et al., 2003 ;Wyckoff et al., 2006 ;Wyckoff et al., 

2007). 



Aparté 4. Notons que la migration amiboïde a tout d’abord était décrite dans une
matrice fibrillaire de collagène de type I dénaturé, comme une alternative des
cellules tumorales au mode migratoire mésenchymale lors de l’ajout
d’inhibiteurs de protéases (Wolf et al., 2003). Plus tard, d’autres auteurs, en
utilisant les mêmes cellules tumorales (HT1080), ont discuté son existence car
en utilisant du collagène natif la migration observée était mésenchymale et
inhibée par l’ajout d’inhibiteurs de protéases ou l’utilisation de siRNA contre
MT1-MMP (Sabeh et al., 2009). Pour ces auteurs, la migration amiboïde décrite
jusque-là devait provenir d’un défaut de réticulation du collagène et ne reflèterait
pas la situation in vivo. Cependant dans ces études, la migration des cellules
tumorales a été étudiée sur des cellules individuelles (Wolf et al., 2003) et sur de
cellules formant des sphéroïdes tumoraux (Sabeh et al., 2009) pour lesquels les
mécanismes pourraient être différents.

MAT

ROCK
inhibitor

proteases
inhibitors

Mesenchymal
migration

Amoeboid
migration

AMT

inhibited
migration

Figure 27. Inhibition et transition des modes migratoires.
Pour les cellules migrant par le mode mésenchymal, l’ajout d’inhibiteurs de protéases (pan-
MMP inhibiteur tel que le GM6001), peut engendrer soit un blocage de la migration des
cellules tumorales soit une transition vers le mode migratoire amiboïde (la migration des
cellules est alors sensible à l’inhibiteur de ROCK, le Y27632). Cette adaptation ou « switch »,
dépend des cellules utilisées, est appelée transition mésenchymale-amiboïde (MAT) (Sahai and
Marshall, 2003). A l’inverse, pour les cellules migrant par le mode amiboïde, l’ajout de
Y27632 confère une morphologie mésenchymale, c’est la transition amiboïde mésenchymale
(AMT) (Berton et al., 2009; Sahai and Marshall, 2003 ). Pour ce qui concerne les
macrophages, notre équipe n’a pas mis en évidence l’existence d’une transition après l’ajout
d’inhibiteurs de l’un ou de l’autre des modes migratoires.
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B. Les mécanismes de migration en 3D des cellules tumorales. 

1. Identification des modes migratoires mésenchymal et amiboide dans les 

matrices extracellulaires in vitro.  

L’étude des mécanismes migratoires des cellules tumorales a mis en évidence deux 

modes migratoires opposés par différents critères. La migration mésenchymale est lente et 

nécessite la genèse du chemin de migration (« path creating »). La migration amiboïde est 

rapide et consiste à trouver son chemin dans la matrice (« path finding »). 

Dans une matrice de ColI en 3D, les cellules sont capables de s’aligner le long des 

fibres, arborant une morphologie très protrusive (Wolf et al., 2007 ;Friedl and Wolf, 2009). 

Ces extensions membranaires, pseudopodes, sont riches en actine et en molécules 

d’adhérence, telles que les intégrines. Ces protrusions, et les protéines qui les composent, 

permettraient d’identifier l’environnement, de déformer ou de dégrader la matrice et ainsi de 

diriger la migration. Ainsi, la migration mésenchymale est caractérisée par une morphologie 

protrusive, une dépendance vis-à-vis des protéines d’adhérence, une indépendance vis-à-vis 

de la voie ROCK et une dépendance vis-à-vis des protéases, notamment de MT1-MMP 

(Pankova et al., 2010). 

A l’inverse du mode migratoire mésenchymal, le mode migratoire amiboïde se 

caractérise par une forme arrondie des cellules, une grande contractilité cellulaire incluant une 

dépendance vis-à-vis de la voie ROCK,  mais une absence de protéolyse de la matrice et une 

absence ou faible dépendance vis-à-vis des intégrines. Lors de cette migration les cellules 

semblent être contraintes par l’environnement et s’adapter à son architecture, se frayant un 

chemin entre les fibres ou déformant légèrement les fibres de la matrice (Aparté 4 ; 

(Lammermann and Sixt, 2009 ;Friedl and Wolf, 2010). Pour cela elles émettent, dans les 

porosités de la matrice, des « bulles de membranes » (« blebs ») ou de très courtes protrusions 

et se propulsent ou se tractent dans le maillage. 

2. Les transitions entre les modes migratoires mésenchymal et amiboide  

L’utilisation de l’un des modes migratoires peut être conditionnée par la dérégulation 

de voie de signalisation. Ainsi, des cellules tumorales, telles que les HT1080, utilisent le 

mode migratoire mésenchymal quelle que  soit la matrice utilisée (Van Goethem et al., 2010). 

Les fibroblastes transformés par Src migrent selon le mode mésenchymal, mais si p27kip est 

supprimé ces mêmes cellules adoptent le mode amiboïde (Berton et al., 2009). De façon 

similaire, l’utilisation d’inhibiteurs contre les protéases ou contre ROCK peut amener les 

cellules tumorales à utiliser l’autre mode migratoire (Aparté 4 ; Figure 27 ; (Wolf et al., 

2003 ;Pankova et al., 2010 ;Van Goethem et al., 2010)).  



Figure 29. Modèle de modulation de la migration cellulaire, extrait de
19951899(Friedl and Wolf, 2010).
Les différents modes migratoires adoptés par les cellules pourraient être
définis par l’influence de différents paramètres interconnectés, dont
l’intensité dicterait le mode migratoire utilisé.

Figure 28. Observation de la migration in
vivo, extrait de (Sidani et al., 2006).
(A) Les cellules tumorales exprimant la GFP
(en vert) peuvent être visualisées en train de
migrer le long de fibres de matrice
extracellulaire (en violet). Les flèches
blanches montrent la position de deux
cellules à 20min d’intervalle (la tête de
flèche orange indique la position d’origine).
(B) Une cellule « hôte » (non tumorale,
n’exprimant pas la GFP, indiquée par les
flèches blanches) peut être visualisée en
train de migrer, entre les cellules tumorales,
indépendamment des fibres. (C) Une cellule
tumorale (en vert, flèche) se déplaçant vers
un groupe de macrophages (en rouge, tête de
flèche) autour d’un vaisseau (ligne blanche,
l’ovale représente la lumière du vaisseau).
Les astérisques montrent la position
d’origine de la cellule tumorale. Barre
d’échelle = 25µm.
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3. Migration de cellules tumorales in vivo. 

L’étude de la migration des cellules tumorales ex vivo ou in vivo a permis d’observer 

des comportements cellulaires similaires. En effet, les cellules tumorales sont capables de 

migrer le long des fibres de collagène (Wang et al., 2002) (Figure 28). De plus, elles sont 

capables d’adopter une morphologie arrondie ou allongée (Wolf et al., 2003 ;Sidani et al., 

2006). L’utilisation de drogues a permis de montrer que la migration in vivo de certaines 

cellules tumorales n’est que faiblement sensible à l’inhibiteur de MMP (GM6001) mais 

qu’elle est très fortement affectée par l’inhibiteur de ROCK (Y27632) (Wyckoff et al., 2006). 

Quelques études se sont également intéressées à la migration des cellules du stroma tumoral 

(Wyckoff et al., 2006). Dans un premier temps les cellules du stroma n’étaient distinguables 

que par leur absence de marquage, comparée aux cellules tumorales exprimant par exemple la 

GFP (Figure 28). Des marquages spécifiques ont ensuite montré que les macrophages 

favorisent la mobilité des cellules tumorales ainsi que leur intravasation dans les vaisseaux 

sanguins (Wyckoff et al., 2007) ou leur extravasation dans le poumon (Qian et al., 

2009)(Figure 28).   

4. La migration collective ou individuelle des cellules tumorales. 

Notons ici que les cellules tumorales peuvent migrer individuellement ou 

collectivement. Ces deux phénotypes sont dépendants, entre autre, de jonctions entre les 

cellules assurées par les protéines de surfaces telles que les cadhérines. Ainsi, s’il y a de 

nombreux contacts entre les cellules, elles migrent de façon collective, une cellule menant la 

cohorte. Des contacts moins nombreux ou plus intermittents entre les cellules mèneront à la 

formation d’une ligne de cellules plus ou moins continue. Enfin, dans le cas d’interactions 

faibles entre les cellules on observe une migration individuelle (Friedl and Gilmour, 

2009 ;Friedl and Wolf, 2010)  

 

 Ainsi, l’étude de la migration 3D des cellules tumorales a permis de mettre en 

évidence 1) l’utilisation des deux modes migratoires, 2) que l’usage d’un mode migratoire 

semble dépendre des dérèglements de signalisation des cellules tumorales, 3) que l’emploi de 

drogues visant à inhiber le mode migratoire identifié peut faire apparaitre pour certaines 

lignées l’utilisation de l’autre mode 4) que les cellules tumorales sont capables de migrer de 

façon individuelle ou collective (phénotype conditionné par plusieurs paramètres (Figure 29 ; 

(Friedl and Wolf, 2010)). Notons enfin que l’observation in vivo de la migration des cellules 

tumorales a permis d’observer les deux modes migratoires et a mis en évidence l’importance 

des macrophages dans l’invasion et la formation de métastases. 



Figure 30. La migration des macrophages humains dans des matrices extracellulaires en 3D.
(A) (a) Microscopie électronique à balayage de macrophages infiltrant une matrice fibrillaire de collagène
de type I. (b) Pourcentage de cellules infiltrant la matrice, en présence d’un cocktail d’inhibiteurs de
protéases (Pi mix) ou de l’inhibiteur de ROCK (Y27632). (c) Le marquage de la F-actine montre une
morphologie arrondie. (B) Microscopie électronique à balayage de macrophages infiltrant une matrice de
Matrigel™. (b) Pourcentage de cellules infiltrant la matrice, en présence d’un cocktail d’inhibiteurs de
protéases (Pi mix), de l’inhibiteur de MMP (GM6001), du cocktail d’inhibiteurs de protéases sans GM6001
(Pi mix without GM6001) ou de l’inhibiteur de ROCK (Y27632). (c) Le marquage de la F-actine montre
une morphologie protrusive. (C-E) Les macrophages au cours de leur migration mésenchymale compactent,
dégradent et ingèrent la matrice extracellulaire. (C) Un macrophage exprimant Lifeact (qui marque la F-
actine) infiltrant une matrice de Matrigel-FITC, a formé un tunnel en compactant la matrice (intensité du
signal augmenté (tête de flèche)). (D) Un macrophage, exprimant Lifeact, infiltré dans une matrice
contenant du FITC-DQcollagen (collagène qui devient fluorescent après avoir été dégradé) a ingéré et
dégradé le collagène (marquage vert; flèche et agrandissement)). (E) Microscopie électronique à
transmission des macrophages infiltrés dans une matrice de Matrigel. On observe la compaction de la
matrice (agrandissement 1 à 4 à différentes positions dans (a)) et l’ingestion de matrice (flèche blanche).
(A-B) extrait de (Van Goethem et al., 2010) (C-E) de (Van Goethem et al., 2011).
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C. Les mécanismes de migration en 3D des macrophages humains.  

Les seuls travaux menés sur de la migration in vitro en 3D de macrophage (issus de 

cellules primaires) ont été réalisés dans l’équipe très récemment (Van Goethem et al., 

2010 ;Van Goethem et al., 2011).  

5. L’architecture de la matrice contrôle la migration des macrophages. 

Nous avons démontré que les macrophages sont capables de migrer par le mode 

amiboïde ou mésenchymal, selon la matrice qu’ils rencontrent. 

Ainsi, dans une matrice fibrillaire de collagène de type I les macrophages ont une 

morphologie arrondie, ne sont pas sensibles aux inhibiteurs de protéases mais sont sensibles à 

l’inhibiteur de ROCK (Y27632), ils réalisent une migration amiboïde (Figure 30). 

A l’inverse dans une matrice de Matrigel™ les macrophages ont une morphologie 

protrusive, regroupent leur intégrines à l’extrémité de leur protrusions, sont sensibles aux 

inhibiteurs de protéases mais ne sont pas sensibles à l’inhibiteur de ROCK : ils réalisent alors 

une migration mésenchymale (Figure 30). Lors de cette migration les macrophagess sont 

capables de compacter, dégrader et ingérer la matrice extracellulaire, ce qui leur permet de 

générer des tunnels au sein de la matrice extracellulaire (Figure 30 ; Annexe 2 ; (Van 

Goethem et al., 2011)). 

Notons que cette observation ne provient pas de la différence de composition du 

Matrigel™ puisqu’une matrice de collagène gélifié, aux propriétés physiques similaires à 

celle du Matrigel™ mais de composition identique à la matrice de collagène fibrillaire, permet 

également d’observer cette migration mésenchymale.  

Notons également que les inhibiteurs de protéases efficaces sur les macrophages ne 

sont pas les inhibiteurs de MMP, comme c’est le cas pour les cellules tumorales. En effet, ils 

sont sensibles aux inhibiteurs majoritairement dédiés aux enzymes lysosomales, telles que les 

cathepsines, mais l’identification précise des protéases impliquées n’a pas encore été 

entreprise. 

6. Les transitions entre les modes  migratoires mésenchymal et amiboïde. 

Les macrophages sont capables d’utiliser, en fonction de l’architecture de 

l’environnement, l’un ou l’autre des deux modes migratoire. Néanmoins, contrairement aux 

cellules tumorales, l’ajout de drogues inhibe leur migration sans promouvoir de transition 

d’un mode migratoire à l’autre. Des superpositions de matrices distinctes ont été réalisées afin 

de savoir si un même macrophage est capable de réaliser successivement les deux modes de 

migration. C’est effectivement le cas, avec la transition de migration mésenchymale-amiboïde 



Figure 31. Représentation schématique de l’organisation des podosomes des macrophages
humains en 2D et en 3D, extrait de (Van Goethem et al., 2011)
Les caractéristiques telles que la localisation des protéines des podosomes ou encore le nombre
et la taille des différentes structures sont indiquées.
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qui est immédiate alors que la transition amiboide-mésenchymale requiert quant-à-elle un 

temps d’adaptation (24 à 48 heures) avant que le macrophage ne puissent infiltrer la matrice 

dense. Ce temps est comparable à celui nécessaire aux macrophages déposés directement sur 

cette matrice pour parvenir à l’infiltrer. Cette observation a soulevé l’hypothèse d’une 

activation transcriptionnelle lors de la rencontre d’une matrice dense et fait l’objet d’une étude 

transcriptomique dans l’équipe en ce moment. 

7. Distinguer l’architecture de la matrice 

Puisque les macrophages sont capables de réaliser les deux types de migration selon la 

matrice qu’ils rencontrent, ils doivent être capables d’identifier l’architecture de leur 

environnement. Dans le cas de la migration mésenchymale les macrophages forment des 

protrusions membranaires dont l’extrémité, riche en actine, est un lieu de protéolyse de la 

matrice et de regroupement des intégrines, et de leurs protéines adaptatrices que l’on retrouve 

dans les podosomes. Ainsi, le lien entre podosomes et protrusions mésenchymales a été 

étudié. 

Les macrophages Hck-/- présentent un défaut de formation de rosette de podosomes, 

de dégradation de la matrice (en 2D) et de migration mésenchymale (en 3D) (Cougoule et al., 

2010). Or, l’expression de Hck
ca

 dans des fibrolastes, conduit à la formation de protrusions et 

de rosettes de podosomes en 2D, confère a ces fibroblastes une capacité d’invasion d’une 

matrice dense de Matrigel™ et à former des protrusions où s’accumule Hck lors de leur 

migration dans cette matrice (Cougoule et al., 2010 ;Van Goethem et al., 2011). D’autre part, 

les protrusions du mode mésenchymal présentent une organisation des marquages immuno-

fluorescents semblable aux rosettes de podosomes (Van Goethem et al., 2011). L’ensemble de 

ces résultats indique que les extrémités des protrusions s’apparentent aux rosettes de 

podosomes en 2D et ont été baptisées podosomes 3D (Figure 31). 

Une compréhension plus précise de la migration 3D des macrophages nécessite 

maintenant de comprendre en quoi ces structures permettent à la cellule de distinguer la 

matrice qu’elle rencontre et d’adapter sa migration, c'est-à-dire comment elle perçoit la 

différence d’architecture de la matrice. 
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Bilan bibliographique et projets de thèse. 
Ainsi les progéniteurs de la moelle donnent naissance aux monocytes qui se 

différencieront en monocytes circulants, capables de se spécialiser en une multitude de sous-

type de monocytes et de macrophages. Suite à la présence d’un élément perturbateur 

(pathogène, cellules lésées), des signaux déclenchent la mobilisation des cellules résidentes et 

des monocytes patrouilleurs qui vont amplifier les signaux d’alarmes. Les autres leucocytes 

vont alors être recrutés (neutrophiles, monocytes circulants), et vont migrer à travers plusieurs 

barrières anatomiques (membrane basale, tissu) afin de rejoindre le site et de jouer leur rôle 

dans la réponse inflammatoire. A la fin de celle-ci, la réparation tissulaire se met en place et 

permet un retour à l’homéostasie. La fonction de migration est donc capitale pour la réponse 

immunitaire. Des dérèglements de ces processus se traduisent par des pathologies lourdes. 

La migration cellulaire a longtemps été étudiée en deux dimensions ce qui a permis de 

mettre en évidence les notions de tactisme et d’adhérence qui lui sont associées. Les 

macrophages possèdent des structures d’adhérence dynamiques appelés podosomes qui 

permettent également de dégrader la matrice extracellulaire. La réorganisation de ces 

podosomes en structures d’organisation supérieure que sont les rosettes de podosomes en 2D 

a été reliée à l’activité de Hck, également impliqué dans la migration 3D mésenchymale des 

macrophages in vitro et in vivo. Pour leur migration en 3D, les macrophages sont capables 

d’adopter deux modes migratoires. Dans une matrice poreuse, ils utilisent le mode amiboïde 

qui est rapide, sans protéolyse et qui dépend de ROCK. Dans une matrice plus dense, ils 

adoptent le mode mésenchymal qui est plus lent, nécessitant la protéolyse de la matrice, la 

formation de podosomes et l’activité de Hck. Les podosomes pourraient servir de mécano-

senseurs, permettant de mettre en place et d’adopter le mode migratoire approprié à 

l’environnement rencontré par les macrophages. Néanmoins, la voie de signalisation, dans 

laquelle se trouve Hck, pour le contrôle de ces mécanismes n’est pas élucidée. 

Au cours de mon projet de thèse, je me suis tout d’abord attaché à identifier les voies 

de signalisation en aval de Hck permettant la ré-organisation des podosomes. Pour cela j’ai 

poursuivi le développement d’un système modèle permettant la réalisation d’une analyse 

protéomique différentielle. En parallèle, j’ai caractérisé la migration des macrophages dans 

une matrice cellulaire in vitro en 3D, les sphéroïdes tumoraux. Ces deux projets m’ont ainsi 

permis d’étudier les mécanismes moléculaires et cellulaires de la migration 3D des 

macrophages. 
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Résultats 
 



Figure 32. Schéma de la biotinylation de Hck par la biotine ligase BirA et de sa précipitation par
des billes recouvertes de streptavidine.
(A) Les fibroblastes embryonnaires murins (Swiss MEF3T3 Tet-Off) sont sous pression de sélection de
la généticine. (B) La transfection des MEF3T3 stable Tet-Off par le vecteur d’expression codant pour
p59-p61Hckca-Bio et la sélection par la puromycine permet l’obtention de clone MEF3T3 stable Tet-
Off/ p59-p61Hckca-Bio. (C) La transfection des MEF3T3 stable Tet-Off /p59-p61Hckca-Bio par le
vecteur d’expression codant pour la biotine ligase BirA et la sélection par la blasticidine permet
l’obtention de clone MEF3T3 stable Tet-Off /p59-p61Hckca-Bio / BirA. (D) La lyse des cellules permet
la précipitation, par des billes recouvertes de streptavidine, de Hck et la co-purification de ses
partenaires et substrats. (E) La séquence de 23 acides aminés de l’étiquette Bio est représentée et la
lysine biotinylée par BirA est indiquée par une astérisque. Les vecteurs utilisés et leurs caractéristiques
principales sont présentés.
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Identification de partenaires et substrats de 

Hck 
Lors de mon arrivée dans l’équipe, pour mon stage de M2R, il avait été démontré que 

l’expression ectopique de Hck
ca

 engendrait la formation de protrusions membranaires et de 

rosettes de podosomes dans le modèle de fibroblastes murin (MEF3T3). Cette observation 

avait alors été corrélée à la capacité de migration de ces cellules dans des matrices 

extracellulaire en 3D. Par la suite, C. Cougoule a réalisé l’étude de la migration des  

macrophages murins Hck-/- dans différents modèles in vivo (modèle d’inflammation du 

péritoine) et in vitro (matrices acellulaires) et a montré l’implication de Hck dans ces 

processus.  

Puisque de nombreuses pathologies sont causées par des dérégulations de la migration 

des phagocytes, cellules qui expriment de manière spécifique Hck, l’équipe a entrepris 

l’identification des voies de signalisation impliquées dans la migration mésenchymale en 3D. 

Pour cela nous avons recherché à identifier les interacteurs de Hck par une approche de 

protéomique différentielle.  

I. Stratégie expérimentale 
La stratégie avait pour principe l’identification des partenaires et substrats de Hck par 

la précipitation des complexes protéiques associés à chaque isoforme dans un contexte 

cellulaire. Les anticorps anti-Hck ne permettant pas de réaliser des immunoprécipitations en 

quantité suffisante pour identifier les protéines associées par des analyses en spectrométrie de 

masse, l’équipe a décidé d’utiliser le système biotine/streptavidine qui a notamment permis 

d’identifier les partenaires protéiques des facteurs de transcription GATA1 (Tan et al., 2010)  

et TAL-1 (Goardon et al., 2006).  

Ce système de purification consiste à exprimer la protéine d’intérêt en fusion (Hck) 

avec une étiquette de biotinylation (Bio) reconnue et biotinylée par la biotine ligase 

bactérienne BirA  co-exprimée dans les cellules (Schatz, 1993;de Boer et al., 2003) (Figure 

32). Les recherches menées dans les bases de données n’ont pas permis d’identifier de 

protéines eucaryotes contenant la séquence protéique de cette étiquette (de Boer et al., 2003) . 

Ainsi, la co-expression de la protéine d’intérêt étiquetée Bio et de BirA permet la 

biotinylation de la protéine d’intérêt de façon très spécifique. Il est ensuite possible de 

précipiter la protéine d’intérêt et les complexes protéiques qui lui sont associés par 

l’utilisation de billes recouvertes de streptavidine (Figure 32). En effet, l’affinité de la 



Figure 33. Validation du phénotype du clone BA1A3 par microscopie immunofluorescente.
Marquages de la F-actine (A-I), de Hck (A, C, E et G) ou des protéines biotinylées (B, D, F, H et I) et de 
l’ADN. Immunomarquages fluorescents du clone MEF3T3 Tet- Off / HckCA-Bio réprimé (A et B ) et induit 
(C et D). Immunomarquages fluorescents du clone MEF3T3 Tet-Off / HckCA-Bio / BirA réprimé (E et F) 
induit (G-I) en présence de biotine 100μM (I). 
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streptavidine pour la biotine étant de l’ordre de 10
-15

M, la précipitation de la protéine d’intérêt 

est réalisée de façon très efficace. 

II. Résultats 
Au début de mon stage de M2R, V. Le Cabec et R. Poincloux avaient initié la stratégie 

expérimentale en générant les vecteurs d’expression et une première génération de lignée 

cellulaire exprimant Hck
ca

-Bio.  

Sous l’encadrement de C. Cougoule, j’ai à mon tour généré des cellules (MEF3T3) 

exprimant la biotine ligase seule ou co-exprimant la biotine ligase et Hck
ca

-Bio. J’ai alors 

validé la biotinylation de Hck au sein des cellules, la conservation des phénotypes associés à 

l’expression de Hck
ca

 c'est-à-dire la formation de protrusions membranaires et de rosettes de 

podosomes ainsi que la localisation de Hck
ca

-biotinylée au niveau de ces structures (Figure 

33). 

J’ai ensuite mis au point des conditions d’extraction des complexes protéiques, de 

purification grâce à l’utilisation de billes recouvertes de streptavidine avant leur séparation 

par gel SDS-PAGE. 

En collaboration, avec la plateforme d’analyse protéomique de l’IPBS, nous avons 

analysé le contenu protéique de trois bandes du gel SDS-PAGE. Cette analyse nous a alors 

permis d’identifier quelques protéines dont la Filamine A.  

 

III. La Filamine A : une protéine candidate pour la mecano-transduction 

au niveau du  podosome. 
Parmi les protéines identifiées par l’analyse protéomique différentielle, la Filamine A 

a particulièrement attiré notre attention. Cette protéine, capable d’entrecroiser les filaments 

d’actine et d’interagir avec les intégrines et de les relier à l’actine, a pour interacteurs des 

protéines impliquées dans la formation des rosettes de podosomes en aval de Hck (Rac, 

Cdc42, Rho). La Filamine A a été observée à la sealing zone des osteoclastes et possède des 

propriétés faisant d’elle une candidate pour la mécano-transduction au niveau du podosome. 

A. La mécano-transduction 

La capacité des cellules à détecter la rigidité de l’environnement se traduit notamment 

par la différenciation de cellules souches en neurones, en cellules musculaires ou en 

ostéoclastes selon la rigidité du substrat sur lequel les cellules reposent (Engler et al., 2006). 

L’étude de la mécano-transduction a permis d’identifier des réponses cellulaires 

(augmentation de l’état de phosphorylation des protéines) (Glogauer et al., 1997;Tamada et 



Figure 34. Mises en évidence de l’importance de la mécano-transduction.
(A) (a) les tissus solides présentent une gamme de rigidité, mesurée par leur module élastique (E). (b)Un
système in vitro de gel dont le module élastique est contrôlé par le niveau de réticulation permet d’obtenir
des substrats aux rigidités différentes. Les images en lumière blanche montrent le changement de
morphologies des cellules souches déposés sur ces gels. (c) des immunomarquages contre des protéines
spécifiques de chaque lignage cellulaire, montre l’influence de la rigidité du substrat sur la différenciation
des cellules souches. (B) (a) La structure des protéines pourraient être modifiée par des forces, et ainsi
exposer des sites et permettre le marquage par un sonde fluorescente. (b) Marquages de cellules traitées avec
la sonde fluorescente et un inhibiteur de myosine (blebbistatine) pour « relaché les tensions intracellulaire ».
(c) l’analyse par spectrométrie de masse des échantillons ainsi obtenus permet de mettre en évidence le
marquage et donc l’exposition de sites de certaines protéines. (A) Adapté de (Engler et al., 2006) et (B) de
(Johnson et al., 2007).

B

a

b

A

a

b
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al., 2004 ) et moléculaires (mises en évidence de l’étirement des protéines par la détection de 

cystéines, enfouies dans la structure 3D de la protéine, marquées par une sonde fluorescente) 

qui engagent les structures d’adhérences et leurs protéines mais également le cytosquelette 

d’acto-myosine (Johnson et al., 2007) (Figure 34). 

Naturellement, les études de la transmission mécanique se sont portées sur 

l’implication des points d’adhérence des cellules et sur les protéines qui les composent, telles 

que les intégrines et ses adaptateurs (Moore et al., 2010). Dès lors, plusieurs mécanismes ont 

été proposés pour expliquer la perception de la rigidité en réponse à une force appliquée au 

substrat qui passerait par : 

- la formation d’interactions favorisées (une gamme de forces où l’interaction entre 

l’intégrine et son ligand est plus longue ; (Kong et al., 2009)).  

- l’ouverture de canaux calciques (ouverture du canal suite à la force appliquée ; 

(Munevar et al., 2004)) 

- la régulation d’enzymes (activation par l’étirement du domaine kinase de la titine ; 

(Grater et al., 2005)) 

- l’exposition de sites de phosphorylations (phosphorylation par Src de p130Cas 

suite à son étirement ; (Sawada et al., 2006)) 

- l’exposition de sites d’interactions (l’étirement de la taline permet l’interaction 

avec la vinculine (del Rio et al., 2009)). 

Ainsi ces différents mécanismes pourraient contrôler les cascades de signalisation, 

mettant en jeu de nombreuses protéines, et aboutissant à la perception des propriétés de  

l’environnement. 

La mécano-transduction apparait comme un phénomène crucial pour l’adaptation des 

cellules à leur environnement. Afin de mieux appréhender le choix du mode migratoire des 

macrophages, l’identification des mécanismes et des protéines impliqués est de premier 

intérêt. 

B. La Filamine A : une protéine candidate à la mécano-transduction  

Ainsi, l’identification de protéines impliquées dans le processus de mécano-

transduction peut passer par l’étude des protéines reliant les intégrines au cytosquelette 

d’actine. Parmi les nombreuses protéines jouant ce rôle, la Filamine A a été identifiée comme 

nécessaire à la réponse cellulaire suite à un stress mécanique et possède des propriétés tout–à-

fait intéressantes. Cette protéine de 280kDa, est composée de domaines d’interaction avec 

l’actine et d’une série de 24 domaines de type immunoglobuline (IgGlike-domain) qui 



Figure 35. L’élongation de la FilamineA permettrait son interaction avec les intégrines.
(A) Représentation schématique de la Filamine A. Les domaines représentés dans les différents
panels ont le même code couleur, domaine 18 en jaune, 19 en vert… (B) La structure des
domaines 19 à 21 montre qu’une partie du domaine 20 recouvre et masque une région du domaine
21. (C) la région du domaine 21 qui est recouverte par la domaine 20 est une région d’interaction
avec les β-intégrines. (D) La structure des domaines 18 et 19 montre une organisation similaire.
(E) Modèle schématique de l’élongation de la Filamine A lors de son interaction avec des fibres
d’actine soumises à des forces induites par la myosine. Cette élongation mènerait à la libération
des sites d’interaction avec les intégrines des domaines 19 et 21. Extrait de (Pentikainen and
Ylanne, 2009).
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permettent sa dimérisation et son interaction avec un grand nombre d’interacteurs, dont les 

intégrines (Figure 19, p30 ; Figure 35; (Zhou et al., 2010)). 

La séquence primaire des différents domaines IgGlike est plus ou moins bien 

conservées au sein même de la protéine et certains domaines sont plus longs et ont donc une 

structure légèrement différente. Grâce à des analyses structurales, un modèle suggère que des 

interactions entre les domaines « normaux » et « anormaux » plus longs, pourraient être 

libérés sous l’effet d’une force d’étirement et laisseraient libres des sites d’interactions 

(Figure 35 ; (Pentikainen and Ylanne, 2009)). 

De plus, les domaines IgGlike semblent être étirables, au moins in vitro, dans une 

gamme de forces compatible avec les estimations des forces existant dans une cellule  (Moore 

et al., 2010). Une étude menée sur l’homologue de la Filamine de Dictyostelium discoideuma 

permis de démontrer que la séquence primaire, et notamment la variation de quelques acides 

aminés, du domaine IgGlike conditionne la force nécessaire à son étirement (Schwaiger et al., 

2004). Ainsi, les différences de séquences observées entre les domaines IgGlike, pourraient 

couvrir une gamme de forces nécessaires à leur étirement et ainsi signaler graduellement des 

événements de forces de différentes magnitudes. 

 Il a également été démontré que, suite à leur étirement, ces domaines peuvent se 

replier (refold) et subir à nouveau les contraintes qu’on leur impose en répondant de la même 

manière, un peu comme un ressort (Yamazaki et al., 2002). Ainsi, la Filamine A, constituerait 

un senseur mécanique capable de déclencher une réponse pour promouvoir un retour à l’état 

de moindre stress mécanique, se replier, puis à nouveau signaler sous la contrainte, etc… 

Enfin, il a été suggéré que la phosphorylation du résidu serine 2152 favoriserait 

l’étirement du domaine n°21 et favoriserait son interaction avec la queue cytoplasmique des 

β-integrines (Chen et al., 2009). Ainsi des événements de phosphorylation permettraient 

également de moduler la sensibilité de la Filamine A à la détection de forces appliquées. 

 

Les données bibliographiques, concernant la Filamine A, nous ont donc amenés à 

établir une collaboration avec l’équipe de P.Lutz présente à l’institut, du Dr D.A. Calderwood 

et Dr.M. Glogauer détenant une expérience notable dans la biologie des Filamines et de 

nombreux outils permettant leurs études (shRNA, anticorps, lignée cellulaire, des souris en 

KO conditionnel de la Filamine A…).  
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Abstract 

 

Macrophages spontaneously form actin-rich structures with proteolytic and 

mechanosensing activities called podosomes. In two-dimensional environments, podosomes 

are spread over the ventral face of macrophages or organized as rosettes. In three-dimensional 

(3D) environments, when macrophages migrate using the protease and podosome-dependent 

mesenchymal migration mode, podosomes reorganize at the tip of cell protrusions as 3D-

podosomes. Thus, identification of proteins involved in the function and organization of 

podosomes is a challenge to progress in the understanding of 3D migration. Filamin A 

(FLNa), a cross-linker of actin filaments, involved in cell migration and mechanosensing, 

could be a good candidate. We report that FLNa is associated to the podosome ring and 

podosome rosettes in human macrophages with αMβ2 integrin and Hck. Using FLNa knock-

out, knock-down and rescue based strategies, we show that FLNa: (i) increases podosome 

life-span and organization as rosettes and 3D-podosomes,, ii),regulates the matrix proteolytic 

activity of macrophages mediated by podosomes, (iii) is required for 3D-mesenchymal 

migration but dispensable for the amoeboid mode, iv) is involved in the Hck signalling 

pathway leading to podosome rosette formation and mesenchymal migration. These new 

functions of FLNa, particularly its role in 3D migration, could explain the defective cell 

migration observed during embryonic development in FLNa-null organisms. 
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INTRODUCTION 
 

The ability of macrophages to migrate is central to their role as a first line of host 

defense against microorganisms. Macrophages spontaneously make structures called 

podosomes which play a critical role in protease-driven migration in three-dimensional 

environments (Cougoule et al., 2010; Van Goethem et al., 2010b). Podosomes are actin-rich 

structures that share many components with focal adhesions (e.g. Integrins, Talin, Gelsolin, 

Vinculin, or Cofilin …) whereas other proteins (e.g. Cdc42, Rac1, WASP, ARP2/3, 

Cortactin…) are specific of podosomes (Block et al., 2008; Calle et al., 2006; Marx, 2006). In 

macrophages and monocyte/macrophage-derived cells (dendritic cells, osteoclasts), 

podosomes spontaneously form on most extracellular matrix (ECM) proteins, and even on 

glass. They are involved in integrin-mediated cell adhesion and in proteolytic degradation of 

the ECM. Podosomes can be spread all over the ventral face of adherent macrophages, or 

limited to specific areas called clusters, or organized as rosettes. Podosomes organized as 

superstructures have been extensively studied in osteoclasts where they form podosomes 

belts, rosettes and the sealing zone, but only more recently investigated in macrophages 

(Cougoule et al., 2010; Poincloux et al., 2006; Saltel et al., 2008; Van Goethem et al., 2010a). 

Podosome rosettes are highly degradative towards ECM proteins (Cougoule et al., 2010), and 

have been shown to protrude into the matrix (Rottiers et al., 2009), which is likely a step 

towards the formation of the three-dimensional (3D)-podosomes observed in migrating 

macrophages which use the mesenchymal migration mode (Cougoule et al., 2010; Van 

Goethem et al., 2010a; Van Goethem et al., 2010b). The architecture of the macrophage 

environment dictates the migration mode that macrophages will use in 3D-environments (Van 

Goethem et al., 2010b). In porous matrices, macrophages migrate using the amoeboid mode 

characterized by a rounded cell shape, dependent on the Rho/ROCK signalling pathway and 

independent of proteases and podosomes (Van Goethem et al., 2010a; Van Goethem et al., 
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2010b). In dense, poorly porous matrices, macrophages use the mesenchymal migration 

mode. It is characterized by an elongated and protrusive cell shape, dependent on proteases 

and adhesion proteins, the tyrosine kinase Hck, the formation of 3D podosomes and 

independent of ROCK (Cougoule et al., 2010; Van Goethem et al., 2010a; Van Goethem et 

al., 2010b). Under these conditions, podosomes are reorganized as 3D podosomes at the tip of 

cell protrusions where proteolytic degradation of the matrix is undertaken to create paths for 

cell migration (Van Goethem et al., 2010a; Van Goethem et al., 2010b). The organization of 

podosomes as rosettes, their ECM proteolytic activity and the mesenchymal migration 

capacity are, at least in part, under the control of Hck, a Src-family tyrosine kinase 

specifically expressed in phagocytes (Cougoule et al., 2010).  

The ability of macrophages to modify their mode of migration in response to ECM properties 

requires that they sense the structure of their environment but the mechanisms by which they 

transduce the information on ECM mechanical parameters are not well understood. 

Podosomes have recently been proposed as dynamic mechanosensors in which interactions of 

myosin-mediated tension and actin dynamics are crucial mechanosensing parameters (Collin 

et al., 2008; Collin et al., 2006). Integrins, which accumulate at podosomes, link the ECM to 

the cell cytoskeleton through scaffolding proteins but the components involved in the 

signalling pathways and the mechano-transduction activity of podosomes remain to be 

identified.  

Filamins are cytoskeletal proteins that organize actin filaments into networks and link 

these networks to cell membranes. Three isoforms have been identified, Filamin A (FLNa), 

the most abundant and widely expressed isoform localizes to filopodia, lamellipodia, stress 

fibers, focal contacts and the podosome belt of osteoclasts (Kim and McCulloch, 2011; 

Marzia et al., 2006). FLNa plays an important role in regulating cell adhesions and cell 

adhesion strength (Calderwood et al., 2001; Nakamura et al., 2002). Filamin B is associated to 
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stress fibers but does not normally localize to focal contacts. Filamin C is primarily expressed 

in muscle cells (Zhou et al., 2010). By interacting with the cytoplasmic domain of integrins 

and with actin, FLNa is considered to form a mechanosensitive complex that senses matrix 

tension and regulates cellular contractility (Gehler et al., 2009). The actin cross-linking 

property of FLNa can be activated by the Src family tyrosine kinase Lck, specifically 

expressed in lymphocytes (Pal Sharma and Goldmann, 2004), thereby regulating the tension 

of polymerized actin networks. FLNa also potentiates actomyosin ATPase activity and binds 

regulators of myosin-mediated contractility (Gehler et al., 2009; Koenderink et al., 2009).  

These data led us to consider FLNa as a good candidate to be involved in podosome 

formation and 3D migration. Thus we decided to investigate whether FLNa is: i) present at 

podosomes and podosome rosettes in macrophages, ii) regulating podosome dynamics and 

organization, iii) playing a role in the migration process of macrophages in 3D environments, 

iv) present in the Hck signalling pathway towards podosome organization and cell migration. 

 



Figure 1. FLNa is localized at podosomes and co-localized with integrin and Hck at podosome rosette 
of MDMs.
MDMs plated on fibrinogen were stained for (A) hFLNa and F-actin or (B) CD11b and Factin, or (C) 
hFLNa, Hck and F-actin; inserts are magnification of areas depicted by the white square, with gray or “fire” 
look up table; (c’) normalized fluorescence intensity profiles along the dotted line in gray inserts (scale bar = 
10μm). hFLNa was observed at individual podosomes forming a ring around the F-actin core (A, arrowhead) 
and at podosome rosettes (A, arrow), where CD11b (B, arrowhead) and Hck (C, arrowhead) also localized.
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RESULTS 

1- FLNa is present at podosomes and podosome rosettes in human macrophages  

To determine whether FLNa is a podosome component, human macrophages derived from 

primary human monocytes (MDM) were layered on fibrinogen. MDM formed individual 

podosomes (Fig. 1), and about 25% of the cells spontaneously organized their podosomes as 

rosettes (Fig. 1). FLNa was observed at individual podosomes, forming a ring around the F-

actin core (Fig. 1A) as described for vinculin (Linder and Kopp, 2005). Moreover, FLNa 

accumulated at podosome rosettes where it co-localized with F-actin (Fig. 1A). The β2 

integrin CD11b-CD18 (αMβ2) is the major leukocyte fibrinogen receptor (Wright et al., 

1988), and as shown in Fig. 1B, CD11b was also present at podosome rosettes. In 

macrophages, the organisation of podosomes as rosettes has been described to be regulated by 

Hck (Cougoule et al., 2010). Hck is recruited by αMβ2 and regulates the downstream 

signalling pathway of this integrin (Tang et al., 2006) and, as previously described, Hck is 

found at podosome rosettes (Fig. 1C). Thus, in human macrophages FLNa is present at 

podosomal rings and at podosome rosettes where it co-localizes with β2-integrins and Hck.  

 

2- Filamin A is required for podosome rosette formation 

To examine whether FLNa could play a role in podosome and podosome rosette 

formation, we used different strategies to deplete FLNa: transient expression of ASB2α, a 

subunit of an E3 ubiquitin ligase complex which targets FLNa for proteasomal degradation 

(Heuze et al., 2008) and stable expression of mouse FLNa shRNA (Kiema et al., 2006).  In 

the easily transfectable macrophage cell line RAW264.7, FLNa localization was examined. 

As shown in Fig. S1A, endogenous RAW264.7 cell FLNa was present at the podosome ring 

and accumulated at podosome rosettes. We noticed that the fluorescence intensity of FLNa 

revealed by immunostaining was heterogenous from one cell to another. Taking into account 



Figure 2. FLNa knock-down macrophages form few podosomes and no podosome rosettes.
(A) RAW264.7 macrophages (Control) or RAW264.7 cells stably expressing shRNA against mFLNa and
rescued with stable expression of hFLNa were seeded on vitronectin coated coverslips, fixed and stained for
F-actin and FLNa (cell outlined by a dotted line). Control and rescued cells form podosome rosettes where
FLNa accumulates (arrow) while FLNa depleted cells do not (star), (scale bar = 10μm). (B) Quantification
of cells with podosomes or podosome rosettes (mean + SD of three independent experiments). (C) Western
blot against hFLNa, mFLNa, and actin.
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FLNa fluorescence intensity as a function of the cell size, we show that RAW264.7 

macrophages with low FLNa fluorescence level have no podosomes and those with higher 

FLNa fluorescence intensity form podosomes that organize as superstructures (Fig.S1B), 

suggesting a correlation between FLNa expression and podosome formation and organisation. 

A similar correlation between FLNa fluorescence intensity and the presence of podosomes 

and podosome superstructures was obtained in human macrophages (data not shown).   

The percentage of RAW264.7 macrophages with podosome rosettes was reduced in 

GFP-ASB2α expressing cells, and FLNa expression was decreased compared to control 

macrophages expressing GFP or the ASB2α E3 defective mutant ASB2α-LA (Fig. S2). 

Similarly in RAW264.7 macrophages stably expressing mFLNa shRNA, the percentage of 

cells with podosomes was diminished and podosome rosettes were absent (Fig. 2A and B). 

The podosome rosette phenotype was rescued by expressing human FLNa in RAW264.7 

macrophages depleted of mouse FLNa (Fig. 2A-C).  

These results indicate that FLNa plays a critical role in podosome formation and/or stability 

and is required for podosome rosette organization, a function also previously assigned to Hck 

in macrophages (Cougoule et al., 2010). 

 

3- The formation of podosome rosettes triggered by Hck is altered in FLNa-depleted 

fibroblasts 

In macrophages, the organisation of podosomes into rosettes has been shown to be regulated 

by Hck (Cougoule et al., 2010). Thus, to examine whether Hck and Filamin A could 

participate in a common signalling pathway, we took advantage of a cell model that we 

previously established to dissect the role of Hck on podosome rosette formation. It involves 

ectopic expression of constitutively active Hck (Hckca) in MEF-3T3 fibroblasts (Cougoule et 

al., 2005). While MEF-3T3 fibroblasts are unable to form podosomes, fibroblasts expressing 



Figure 3. Podosome rosette formation triggered by expression of Hckca in fibroblasts requires FLNa.
(A) MEF3T3 fibroblasts and MEF3T3 fibroblasts expressing p59/p61-Hckca stained for mFLNa and F-actin.
Control cells do not form podosomes rosettes while p59/p61-Hckca expressing cells show FLNa
accumulation at podosome rosettes (arrowhead). (B) MEF3T3 fibroblasts expressing p59/p61-Hckca-GFP
stained for FLNa, show co-localization of Hck and FLNa at podosome rosettes (arrowhead). (C) Expression
of p59/p61-Hckca-GFP in NIH3T3 stably expressing shRNA against luciferase (control) or against mFLNa,
stained for F-actin. Control cells show podosome rosettes, whereas cells expressing shRNA against FLNA
barely make immature podosome rosettes (arrow), (scale bar = 10μm). (D) Quantification of p59/p61-Hckca-
GFP expressing cells forming podosome rosettes or immature podosome rosettes (mean + SD of three
independent experiments).
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Hckca formed podosome rosettes where Hck, F-actin and FLNa accumulated (Fig. 3A and B, 

(Cougoule et al., 2005)). When NIH3T3 fibroblasts depleted in FLNa by stable shRNA 

expression, were transfected with a Hckca cDNA construct, immature podosome rosettes were 

formed (Fig. 3C and D) which did not exhibit the classical “donut” shape structure. These 

results suggest that FLNa is required in the Hck signalling pathway leading to formation of 

podosome rosettes. 

 

4- Filamin A is involved in the stability of podosomes 

Src kinase activity has been involved in the control of podosome life-span in osteoclast 

(Destaing et al., 2008). Interestingly, in the presence of the Src kinases inhibitor SU6656, 

fewer macrophages formed podosomes and podosome rosettes (Fig. 4A) as expected from 

previous results obtained with another Src kinase inhibitor PP1, which also induces disruption 

of podosomes (Cougoule et al., 2005). While FLNa was organized as a duct around the F-

actin core of podosomes in control human macrophages, it did not localize at the few 

remaining podosomes in the presence of SU6656 (Fig. 4B). This result suggests that stability 

of podosome could require a proper FLNa localization. 

Thus, we analyzed the role of FLNa in the life span of podosomes. Podosomes of FLNa 

shRNA-RAW264.7 macrophages expressing mCherry-Lifeact (Labernadie et al., 2010; Riedl 

et al., 2008) were examined by time-lapse videomicroscopy. As shown in Fig. 4C, the 

podosome life-span was decreased in FLNa-depleted cells. When FLNa-depleted RAW264.7 

macrophages were complemented by human FLNa, podosome life-span was restored. 

Similarly, the percentage of RAW264.7 macrophages expressing Hck shRNA with 

podosomes was lower (21.9+6.1% versus 65.3+13.5%, mean + SD, n=3), podosomes had a 

shortened life-time (Fig. 4A) and cells formed fewer podosome rosettes (1.1 + 0.6 versus 10.4 



Figure 4. FLNa is a substrate of Hck and is required for podosome stability.
(A) Quantification of MDM with podosomes or podosome rosettes when seeded on coverslip uncoated or
coated with fibrinogen (Fg) and treated with the Src inhibitor SU6656 (mean + SD of three independent
experiments). (B) Confocal micrograph series (z‐step=0.1μm) of hFLNa and F‐actin stained MDM plated on
fibrinogen and treated (or not) with 1 or 5 μM SU6656. Lower panel: Z‐axis reconstitution along the dotted
lines shown in the upper panels. (scale bar = 10μm). (C) RAW264.7 macrophages mFLNa(‐), mFLNa (‐)
/hFLNa(+), or Hck(‐) were transiently transfected with mCherry‐Lifeact. Time‐lapse microscopy allows
measurement of podosome life‐span for each cell type. Podosome life‐spans are plotted for each cells type
(mean + SD of three independent experiments, 5 to 10 podosomes analyzed per cell in at least 3 cells per
experiments).
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+ 3.8%, mean + SD, n=3). These results show that FLNa is involved in the stability of 

podosomes like Hck does. 

Taking together, these results show that Src kinase activity, Hck and FLNa are required 

for podosome stability and suggest that Src activity could favour FLNa localization to 

podosomes. 

 

5-Extracellular matrix degradation and 3D migration are inhibited in FLNa depleted 

macrophages. 

The preceding data reveal a role for FLNa in podosome stability. Podosomes are sites 

of ECM proteolysis and we therefore investigated the effect of FLNa knockdown on matrix 

degradation. As a consequence of the decreased podosome stability and the presence of fewer 

podosome rosettes, the degradation of gelatin-FITC by FLNa shRNA-depleted RAW264.7 

macrophages, was almost abolished (Fig. S3). When human FLNa was re-introduced in 

FLNa-depleted RAW264.7 macrophages, the matrix-degrading activity was restored (Fig. 

S3). Similarly the matrix degradation activity of RAW264.7 macrophages expressing Hck 

shRNA was almost completely abolished (Fig. S3).  

The macrophage capacity to form podosome rosettes and degrade the ECM has been 

correlated with their mesenchymal migration capacity in three-dimensional environments 

(Cougoule et al., 2010; Van Goethem et al., 2010a). Thus, the migration capacity of bone-

marrow derived macrophages from conditional knock-out FLNa mice (Leung et al., 2010) 

was analysed in thick layer of Matrigel matrix (Van Goethem et al., 2010b). As expected from 

the results in Fig. 2 and S3, FLNa-/- macrophages had a defect in rosette formation (Fig. 5A 

and B) and in matrix degradation (Fig.5 C and D). In addition, FLNa-/- BMDMs had a 

reduced mesenchymal migration capacity in Matrigel compared to wt macrophages (Fig. 5E). 

The formation of 3D podosomes examined in mCherry-Lifeact transduced FLNA-/-



Figure 5. FLNa -/- BMDM have decreased abilities to form podosome rosettes, to degrade Gelatin-
FITC, to perform 3D migration.
BMDM from WT or FLNa-/- mice were seeded (A) on fibronectin coated coverslips for 16hours, stained for
F-actin and (B) the percentage of cells making podosomes and podosome rosettes (A, arrow) were quantified
(mean + SD of four independent experiments); (C) macrophages layered on gelatin-FITC coated coverslips
for 16hours, stained for F-actin, and (D) the percentage of cells degrading the matrix was quantified (mean +
SD of four independent experiments); (E and G) the percentage of cells migrating into thick layers of
matrices were quantified for (E) Matrigel and (G) Fibrillar collagen I (mean + SD of four independent
experiments). (F) FLNa-/- BMDM embedded into Matrigel are defective to form 3D-podosomes (arrow, see
supplemental movie 1 and 2). (scale bar = 10μm).
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macrophages embedded into Matrigel was affected as shown by video microscopy when 

compared to wt BMDMs (Fig. 5F, Supplemental movies 1 and 2). In contrast, the migration 

capacity of FLNa-/-macrophages in fibrillar Collagen I, into which macrophages use the 

amoeboid migration mode (Van Goethem et al., 2010b) was not affected (Fig. 5G). Similarly, 

Hck-/- macrophages have a defective mesenchymal migration (Cougoule et al., 2010) but 

migrated into fibrillar collagen I as well as wt cells (23.0 + 5.7 versus 25.2 + 6.9, percentage 

of migrating macrophages, n= 5). 

Thus FLNa and Hck are required for the protease-dependent mesenchymal migration 

but dispensable for the amoeboid mode, further supporting that these two proteins belong to 

the same signalling pathway. 
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DISCUSSION 

We report that FLNa, which is a well-known cross-linker of 3D actin filament networks and a 

scaffolding protein, is present at podosomes and is involved in their stability and organization 

as rosettes and 3D podosomes. By stabilizing podosomes, FLNa is involved in the 

extracellular matrix degradation capacity and the mesenchymal migration activity of 

macrophages, sharing these properties with Hck. 

 

In macrophages, we report that FLNa is located at the ring of individual podosomes where 

αMβ2 integrin also localizes (Van Goethem et al., 2010a). FLNa is a scaffolding protein which 

binds multiple partners including membrane receptors, enzymes, signalling intermediates. 

Most of these partners are involved in the regulation of actin polymerization and thus FLNa 

participates in signal transduction related to F-actin organization. Integrins interact with FLNa 

which mediates a link between the cytoskeleton and the cell membrane to control cell 

adhesion (Kim and McCulloch, 2011). FLNa is also a cross-linker of actin filaments which 

forms orthogonal branches and the actin networks behave as weak elastic solids which cannot 

be formed by other cross-linkers such as alpha-actinin or temporary branching proteins such 

as Arp2/3 (Nakamura et al., 2002). This FLNa property could regulate the stiffness and 

stability of podosomes. Using different approaches to down-regulate FLNa, we show that 

FLNa-depleted macrophages or FLNa-null macrophages poorly form podosomes and 

podosome rosettes and have a low proteolytic activity on the ECM. 

In macrophages, the formation of podosome rosettes, the proteolytic activity on ECM and the 

mesenchymal migration is, in part, regulated by Hck, a phagocyte-specific Src-family tyrosine 

kinase (Cougoule et al., 2010). We show here that, FLNa is also required in these processes. 

In fibroblasts ectopically expressing constitutively active Hck which triggers the de novo 

formation of podosome rosettes, the knock-down of FLNa inhibits the formation of podosome 
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rosettes. In macrophages, podosome rosettes are poorly formed when Hck or FLNa are 

knocked-down,and Hck and FLNa stabilize podosomes.. Taken these results together with the 

observation that podosome rosettes are disrupted in the presence of the inhibitor of Src 

kinases SU6656, it is likely that FLNa and Hck could belong to the same signalling pathway. 

Hck, which signals downstream of integrins (Jakus et al., 2007; Tang et al., 2006), could 

induce the recruitment of FLNa to podosomal structures. The organization of podosomes as 

rosettes triggered by Hck (Cougoule et al., 2005; Cougoule et al., 2010) requires Rho, Rac 

and Cdc42 (Cougoule et al., 2005), three known interactors of FLNa involved in the process 

of actin polymerization (Leung et al., 2010 ; Ohta et al., 1999). Since FLNa has been shown 

to activate Rho GTPases (Leung et al., 2010), and since we show that FLNa is required for 

podosome stability and podosome organisation as rosettes, one could hypothesize that Hck is 

upstream of FLNa to activate RhoA, Rac and Cdc42. In lymphocytes, phosphorylation of 

FLNa by the Src kinase Lck has been shown to increase the cross-linking of actin filaments 

(Goldmann, 2002; Pal Sharma and Goldmann, 2004), a similar process could take place in 

macrophages to favour the formation of F-actin networks at podosomes and podosome 

rosettes in macrophages. Podosome rosettes are organized like the osteoclast sealing zone 

which consists of an array of podosomes communicating through a dense and interconnected 

network of actin filaments (Badowski et al., 2008; Luxenburg et al., 2007 ).FLNa which is 

located at the ring of individual podosomes but not at the core, could be more likely involved 

in the increased density of the actin network interconnecting podosome cores which takes 

place upon rosette formation (Luxenburg et al., 2007) than in the actin organization in 

podosome cores. Paxillin and vinculin were also found at rings and proposed to cooperate in a 

force-transfer process to the actomyosin complex (Gawden-Bone et al., 2010). FLNa could be 

part of that complex linking integrins to actin to maintain the podosome structure and their 

degrading and protrusive activities when cells penetrate in a 3D environment..  
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Thus, by combining a scaffolding activity with an actin-cross linking function, FLNa could 

regulate the stability and organization of podosomes as rosettes and consequently, the 

formation of 3D podosomes, essential structures for the mesenchymal migration mode 

(Cougoule et al., 2010; Van Goethem et al., 2010a; Van Goethem et al., 2010b).  

 

Among the multiple roles of FLNa, it has been described as a regulator of cell migration i.e. it 

is required for monocyte 2D migration during in vitro osteoclastogenesis (Leung et al., 2010) 

and tumour cell migration (Baldassarre et al., 2009; Gawecka et al., 2010), but in other 

studies, cleavage of FLNa by calpain is also reported to facilitate cell migration in 2D 

(Camilli et al., 2011; Marzia et al., 2006; Nakamura et al., 2011). The role of FLNa in 2D 

migration is not clear yet (Xu et al., 2010) and could differ from one cell type to another as 

suggested (Nakamura et al., 2011), and very few studies on the role of FLNa in 3D cell 

migration are available, mostly dedicated to embryonic development (Nakamura et al., 2011; 

Zhou et al., 2010). In humans, null mutation in the FLNa gene disrupts directed neuronal 

migration (Feng and Walsh, 2004; Zhou et al., 2010). We investigated the role of FLNa in 3D 

migration of macrophages using one or the other mode of migration. We show that FLNa is 

playing a critical role in the protease and Hck-dependent mesenchymal migration mode but 

not in the protease-independent amoeboid migration mode. Interestingly, Hck which is 

required for podosome stability, organisation as rosettes and proteolytic degradation of the 

matrix is also involved in the mesenchymal mode but not in the amoeboid one (Cougoule et 

al., 2010). The amoeboid movement is a push-and-squeeze type of migration which helps 

cells to find their way into porous matrices. It is driven by RhoA/ROCK mediated bleb-like 

protrusions with high levels of actomyosin contractions (Sanz-Moreno and Marshall, 2010) in 

cells which are poorly adhesive as integrins are not involved. Quite surprisingly for a protein 

which cross-links actin filaments and transmits signals towards actin polymerization, we 
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report that FLNa is not involved in the acto-myosin reorganization process which takes place 

during the amoeboid movement. In contrast, it plays a critical role in the mesenchymal 

migration which involves matrix adhesion mainly mediated by integrins, requires podosomes, 

and proteolytic degradation of the matrix. FLNa and Hck are the only two proteins described 

up to now to be specifically involved in the mesenchymal but not in the amoeboid migration 

mode. 

 

FLNa interaction with some of its effectors is potentially regulated by mechanical forces 

(Nakamura et al., 2011). In epithelial cells, interaction between FLNa and β1 integrin form a 

mechanosensitive complex that bidirectionally senses the tension of the matrix and, in turn, 

regulates cellular contractility/morphogenesis and responds to this matrix tension (Gehler et 

al., 2009). The mechanical forces exerted on macrophages when they infiltrate a dense matrix 

could be the mechanism to direct cells to use the mesenchymal rather than the amoeboid 

migration mode. In addition, the mechanical forces exerted at the podosome level where 

integrins and FLNa accumulate could be necessary to maintain these structures.  

Whether podosomes are formed in other cell types which temporarily migrate i.e. during 

embryonic development is not known. However, podosomes are transiently formed in 

endothelial cells during vascular repair a process involving endothelial cell migration 

(Rottiers et al., 2009). It is therefore conceivable that podosome defects could account for 

malformations of brain, blood vessels and several other organs during the development of 

FLNa-null organisms (Nakamura et al., 2011; Robertson et al., 2003).  

 

In conclusion, a new role is assigned to FLNa: it is a key player in the stability and 

functionality of podosomes in macrophages, structures required for mesenchymal migration in 

dense 3D environments.  
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MATERIALS AND METHODS 

Antibodies and Reagents  

Antibodies against human FilaminA (hFLNa) clone PM6/317 were obtained from Chemicon 

International (Temecula, CA). FLNa antiserum against mouse FilaminA (mFLNa) and ASB2 

antiserum were described previously (Guibal et al., 2002; Kiema et al., 2006). Rabbit 

polyclonal anti-Hck Abs (sc-72) were from Santa Cruz Biotechnology (TEBU-Bio, France), 

actin monoclonal Abs, anti-vinculin Abs were from Sigma-Aldrich (Saint-Quentin Fallavier, 

France). Secondary HRP-conjugated Abs were from Bio-Rad (Hercules, CA), secondary anti-

mouse and anti-rabbit Abs conjugated to Alexa 488 or Alexa 555 and TexasRed/Alexa Fluor 

488/Alexa Fluor 633 -coupled phalloidins were from Molecular Probes (Invitrogen, Cergy 

Pontoise, France). The inhibitor of Src kinases SU6656 was from Sigma. Recombinant IFN-γ 

was from Immunotools (Friesoythe, Germany). Extracellular matrix proteins, Fibrinogen 

(Sigma-Aldrich), Fibronectin (Sigma-Aldrich), Vitronectin (Fisher scientific, Illkirch France) 

or FITC-coupled gelatin (Invitrogen)  

 

Cell culture 

Human monocyte-derived macrophages (MDM). Human monocytes were isolated from the 

blood of healthy donors as previously described (Van Goethem et al., 2010b). The culture 

medium RPMI 1640 (Invitrogen) containing 10% heat-inactivated FCS, antibiotics and 20 

ng/ml M-CSF (PeproTech, Rock Hill, NJ) was renewed on the third day of culture. MDM at 

day 7 of differentiation were used for experiments. MDM were distributed on glass coverslips 

coated with 40µg/ml fibrinogen (Fg) as described (Cougoule et al., 2010). In some 

experiments, 1 hour after plating, SU6656 was added for 30 minutes and cells were fixed in 

PFA-sucrose and stained for immunofluorescence microscopy (see below). 
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RAW264.7 macrophages. RAW264.7 macrophages were cultured in RPMI 1640 containing 

10% heat-inactivated FCS, antibiotics, at 37°C in humidified 5% CO2 atmosphere. RAW264.7 

cells were transfected using the Amaxa electroporation system (Verollet et al., 2010) with the 

expression vectors encoding for EGFP, EGFP-ASB2a-WT or EGFP-ASB2a-LA protein 

(Heuze et al., 2008), mouse Hck-shRNA (Verollet et al., 2010), mouse FLNa (mFLNa) 

shRNA (Kiema et al., 2006) or human FLNa (hFLNa) (Lad et al., 2007). Clones stably 

expressing shRNA against FLNa or against Hck were obtained by selection with puromycin 

and limited dilution, and characterized by western-blot analysis. For rescue of mFLNa with 

hFLNa, clones were selected by geneticin and limited dilution, and characterized by western-

blot analysis. RAW264.7 cells were seeded either on 10µg/ml vitronectin-coated coverslips for 

24 hours or on FITC-coupled gelatin and then coated with vitronectin for matrix degradation. 

IFNγ was added to a final concentration of 100U/ml for 24h, cells were fixed using PFA-

Sucrose and stained for immunofluorescence microscopy (see below). 

 

Fibroblasts. Mouse Embryonic Fibroblasts (MEF)-3T3 Tet-Off cell clones stably expressing 

the constitutively active Hck isoforms, 59Hckca and p61Hckca in fusion or not with EGFP 

(HckY/F501, Hckca) have been previously described (Cougoule et al., 2005; Poincloux et al., 

2007). These cells optimally expressed Hck after 7 days in doxycycline-free culture medium. 

Hck-negative MEF-3T3 Tet-Off were used as a negative control. MEF3T3 fibroblasts stably 

expressing p59/p61-Hckca(-EGFP) were seeded on glass coverslips and fixed 24 hours after. 

NIH3T3 stably expressing FLNa shRNA or Luciferase shRNA as a control were cultured as 

described (Kiema et al., 2006) in the presence of 1mM sodium pyruvate. NIH-3T3 were 

seeded on fibronectin coated coverslips, transfected with the p59/61-Hckca-EGFP expression 

vector using calcium phosphate (Carreno et al., 2002; Carreno et al., 2000), fixed 12 hours 

later and stained for F-actin. 
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Bone marrow derived macrophages. Mouse bone marrow derived macrophages (BMDM) 

were differentiated for 7 days as described (Cougoule et al., 2010). The culture medium RPMI 

1640 containing 10% heat-inactivated FCS, antibiotics and 20 ng/ml M-CSF (Immunotools) 

was renewed on the third day of culture. For immunofluorescence microscopy experiments, 

cells were seeded on fibronectin-coated coverslips. In some experiments, BMDMs were 

transduced after 2 days of the differentiation process by adding mCherry-Lifeact lentiviral 

vector (106 effective viral particles for 106 macrophages) as described (Van Goethem et al., 

2010a). At day 7, cells were harvested and embedded in Matrigel, plated in Lab-tek glass base 

chambers and kept in a humidified atmosphere at 37°C and 5% CO2 for at least 18 h. Cells 

were then visualized using a Zeiss 710 NLO microscope with a DPPS-laser 561nm every 

10min for 16 hours. 

 

Gelatin-FITC degradation 

For the matrix degradation assay, coverslips were coated with 0.2mg/ml FITC-coupled gelatin 

(Cougoule et al., 2010). Macrophages were seeded and 24h later, fixed and stained. The 

degradation index of FITC-gelatin was measured using ImageJ as described previously 

(Cougoule et al., 2010). 

 

3D Migration assay  

For migration assays, thick layers of Matrigel or 2.1 mg/ml Collagen I were polymerized in 

Transwell inserts as previously described (Van Goethem et al., 2010b). Macrophages were 

serum starved for at least 2 h, harvested and seeded on top of the matrix at 3.104 

cells/Transwell insert. Quantification was performed as previously described (Van Goethem 
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et al., 2010b). The percentage of cell migration was obtained as the ratio of cells within the 

matrix to the total number of counted cells. 

 

Immunofluorescence microscopy 

Cells were fixed with 3.7% paraformaldehyde -150mM Sucrose, permeabilized with 0.1% 

TritonX100 (Sigma-Aldrich) and stained with primary antibodies: anti-hFLNa (1/1000) anti-

mFLNa (1/500) anti-Hck (1/200) and secondary antibody anti-rabbit or anti-mouse 

conjugated to Alexa 488 or Alexa 555 and phalloidin-Texas Red or phalloidin-Alexa350 or 

phalloidin-Alexa633(1 U/ml). Slides were visualized with a Leica DM-RB fluorescence 

microscope or using a confocal microscope (Leica SP2). Image stacks were collected using 

sequential scanning and a standardized 120 nm z-sampling density. Images were processed for 

brightness and contrast and filtered for noise with Adobe Photoshop according to the current 

ethical lines. In some experiments, the fluorescence intensity of FLNa staining was quantified 

in epifluorescence images acquired with a Leica DM-RB microsocope as a function of the cell 

size (only spread cells with a surface above 350 µm2 were considered). 

 

Measurement of podosome life-span. 

RAW264.7cells were transfected with the expression vector encoding for mCherry-Lifeact, 

using the Amaxa® electroporation system. Cells were layered onto vitronectin coated lab-tek 

chambers (Van Goethem et al., 2010a) and IFNγ (100U/ml) was added 4 hours later. After 

24h, cells were imaged using an inverted microscope (Leica DMIRB, Leica Microsystems) 

equipped with a motorized stage, an incubator chamber to maintain constant the temperature 

and CO2. Images were acquired with Metamorph software. In each experiment, time-lapse 

images were acquired every 15 sec in one z-plane over a 15-30min period for 4–5 

representative fields of view per cell type. Quantification of podosome life-span was manually 
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measured using ImageJ software for podosome appearing and disappearing during the time-

course of the experiment and results were expressed as the mean ± SD of more than 50 

podosomes from 10-15 cells from three independent experiments. Cells were screened 

visually before measurement, and polarized cells were not taken into account.  

 

Western-blot 

Proteins were separated with 5-8% SDS-PAGE gels, and western blots on nitrocellulose 

filters and analyzed with anti-hFLNa (1/10000), anti-mFLNa (1/5000), anti-Hck (1/1000: 

Santa Cruz), anti-actin (1/5000), or anti-ASB2 Abs (1/5000) revealed by secondary 

horseradish peroxidase-coupled Abs (1/10000). Signals were visualized with enhanced 

chemiluminescence reagents (Amersham) and quantified using Adobe Photoshop CS3 

software. 

 

Statistical analysis 

Data are reported as mean ± SD. Statistical comparisons between two sets of data were 

performed with a unilateral Student’s unpaired t test. Statistical comparisons between three or 

more sets of data were performed with ANOVA, and a Tukey post-test. Statistical 

comparisons of two set of nominal values was achieved with Fisher’s exact test. Statistical 

comparisons of three or more sets of nominal values were achieved with Chi-square test and 

Bonferonni correction. *p < 0.05, **p< 0.01, and ***p< 0.001. 
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Figure S1. FilaminA is associated to podosomes and podosome rosette of RAW264.7cells.
(A) RAW264.7 cells seeded on vitronectin-coated coverslips were fixed, stained for mFLNa
and F-actin. Upper panel: individual podosomes (arrowhead); Lower panel: podosome rosette
(arrow). (B) Mean fluorescence intensity (Fluorescence Intensity / Area) of mFLNa staining
was measured on epifluorescence images and plotted for each phenotype observed (Mean
intensity value of each cell (>30) measured in three independent experiments, mean +/- SD).
(scale bar = 10μm).



Figure S2. Depletion of FLNa mediated by expression of ASB2α decreased the formation of podosome
rosettes.
(A) RAW264.7 cells transiently transfected with vector coding for EGFP, EGFP-ASB2α-WT, EGFP-ASB2α-
LA, were seeded on vitronectin coated coverslips and stained for F-actin and FLNa. Fluorescence pictures
show expression of each construct. Expression of EGFP-ASB2α-WT correlates with a decrease of FLNa
staining (*/#). (scale bar = 10μm). (B) The percentages of cells with podosomes or podosome rosettes were
quantified (mean +/-SD of three independent experiments). (C) FLNa assayed by Western Blot in each
condition.



Figure S3. FLNa depleted macrophages have a decreased gelatin-FITC degradation
activity.
(A) Control, mFLNa (-), mFLNa (-)/hFLNa (+), Hck (-) RAW264.7 cells were seeded on gelatin-
FITC/vitronectin (left panels) coated coverslips for 24hours, stained for F-actin (right panels). Degradation
indexes (degraded area / cell area) were measured for 10 fields per experiment (mean +/SD of three
independent experiments). The matrix degradation activity of mFLNa- depleted cells or Hck-depleted cells
is reduced compared to control cells and
restored by expression of hFLNa.



Supplemental movies.
BMDM, from WT or FLNa-/- mice, expressing Lifeact-Cherry were embedded into Matrigel. Cells were
visualized in a CO2 and heat regulated chamber using a Zeiss 710 NLO microscope with a DPPS-laser
561nm and were imaged every 10 min for 16 hours by acquisition of 20 z-sections of 5 μm. mCherry-
Lifeact Fluorescence (maximum projections of 4z-sections and median filter processing) and bright field
(average projection of 2z-sections) are overlaid.

Video 1= BMDM from WT mice.
Video 2=BMDM from FLNa-/- mice.

To download video :

http://dl.dropbox.com/u/22602328/video_thesis/Video_Ko_FLNA.zip



 



Figure 36. Phosphorylation de la Filamine A par Hck, in vitro.
Western-blot dirigé contre la FilamineA (FlnA) et les tyrosines phosphorylées (P-Tyr) après co-
incubation, en présence d’ATP, de Filamine A immunopurifiée avec Hck ou avec un mutant
ponctuel du site catalytique de Hck (KD, Kinase Dead).

Figure 37. Co-immunoprécipitation de la FilamineA et de l’intégrine β2.
Western-blot dirigé contre la FilamineA (FlnA ) et contre l’intégrine β2, suite à l’immunoprécipitation
de la FilamineA de  macrophages humains déposés sur des lamelles de fibrinogène, en présence ou non 
de l’inhibiteur des kinase de la famille Src (SU6656). La coimmunoprécipitation de l’intégrine β2 et de 
la FilamineA semble nécessiter l’activité des kinases de la famille Src.
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V. Rôle de la Filamine A dans la migration 3D 

A. La Filamine A est-elle un substrat de Hck lors de la migration 

mésenchymale ? 

Lors de ces travaux, j’ai démontré que la Filamine A est localisée au niveau des 

podosomes et des rosettes de podosomes, qu’elle est nécessaire à la formation des rosettes de 

podosomes en aval de Hck, car elle est nécessaire à la stabilisation des podosomes. Enfin j’ai 

démontré qu’elle est indispensable pour la migration mésenchymale des macrophages mais 

pas pour la migration amiboïde, comme c’est le cas pour Hck. Ainsi, la Filamine A semble 

être en aval de Hck dans le control de l’organisation des podosomes et dans le processus de 

migration 3D des macrophages. 

 

Alors que nous avions engagé cette étude, des délais sur la plateforme de protéomique 

ont retardé l’analyse de toutes les bandes composant le gel, pour confirmer les résultats 

précédents. Lorsque cette analyse a pu être réalisée, il est alors apparu que la quantité de 

Filamine A détectée dans les deux pistes, cellules contrôles ou exprimant Hck
ca

-bio, n’était 

pas différentes. Seule leur migration électrophorétique différait légèrement. Lorsque Hck est 

exprimée, on retrouve la Filamine A en quantité plus importante dans la bande la plus haute. 

Ceci pourrait être causé par un défaut de découpe du gel avant analyse ou témoigner d’un 

décalage causé par la phosphorylation de la protéine. Cohérent avec cette dernière hypothèse, 

il a été possible de phosphoryler la Filamine A in vitro en la co-incubant avec Hck (Figure 

36). Cependant nous n’avons pas réussi à mettre en évidence d’interaction de ces deux 

protéines par immuno-précipitation à partir de macrophages humains. 

L’interaction de la Filamine A avec les intégrines a été mise en évidence dans de 

nombreux types cellulaires. De plus, les Src kinases sont impliquées dans les voies de 

signalisation des intégrines et leur activité est nécessaire à la formation des podosomes et des 

rosettes de podosomes. Nous avons donc tenté d’étudier l’interaction de la Filamine A avec 

les intégrines dans des macrophages humains en présence ou non d’inhibiteurs de Src kinase 

(SU6656). Dans ces conditions nous avons observé une co- immuno-précipitation de la 

Filamine A et de l’intégrine β2 seulement en absence de l’inhibiteur (Figure 37). Cependant, 

cette interaction différentielle de la Filamine A n’a pu être obtenue que pour un seul donneur. 

Il est important de noter que pour ce donneur les macrophages étaient davantage capables de 

former des rosettes de podosomes (environ 40% de macrophages formaient des rosettes de 

podosomes contre 25% en moyenne pour les autres donneurs). 
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Ainsi, la littérature concernant la Filamine A nous a suggéré un rôle potentiel de cette 

protéine dans la transduction  mécanique au niveau des podosomes. Notre étude a permis de 

montrer que la Filamine A est présente à l’anneau de protéines entourant le cœur d’actine des 

podosomes et aux rosettes de podosomes, que la Filamine A est nécessaire à la durée de vie 

des podosomes et enfin qu’elle est nécessaire pour la migration 3D mésenchymale mais pas 

pour la migration 3D amiboïde. Ainsi, la Filamine A est impliquée dans le contrôle de 

l’organisation spatiale et de la durée de vie des podosomes, deux paramètres décrits comme 

étant sensibles à la rigidité du substrat. Ces données sont donc en accord avec un rôle 

potentiel de la Filamine A dans la transduction mécanique. 

De plus, nos résultats suggèrent que la Filamine A peut être phosphorylée par Hck et 

que l’activité kinase, des membres de la famille Src, pourrait contrôler son interaction avec les 

intégrines. Nos résultats permettent d’imaginer plusieurs scenari de mécano-transduction :  

Scenario 1) la Filamine A pourrait être liée aux intégrines et à l’actine, et après 

étirement libérer un site de phosphorylation par Hck, permettant de recruter de nouveaux 

interacteurs. Cependant, in-vitro Hck n’est pas capable de phosphoryler la Filamine A 

dénaturée (donnée non publiée) seulement la forme native.  

Scenario 2) la Filamine A pourrait être liée aux intégrines et à l’actine, et la 

phosphorylation par Hck favoriserait son étirement et permettrait l’interaction avec de 

nouveaux partenaires. 

Scenario 3) la Filamine A liée à l’actine pourrait, après étirement, se lier aux 

intégrines. Dans ce cas la phosphorylation par Hck pourrait faciliter l’étirement de la Filamine 

A, comme c’est le cas pour la phosphorylation sur sérine (Chen et al., 2009). Ici, Hck serait 

faciliterait la mécano-transduction via la Filamine A en facilitant son étirement et son 

interaction avec les intégrines en aval. Cette hypothèse serait en concordance avec la 

phosphorylation in vitro et la co-immuno-précipitation de la Filamine A et de l’intégrine β2.  

Scenario 4) il a été démontré que Lck (une autre kinase de la famille Src, spécifique 

des lymphocytes) est capable de phosphoryler la Filamine A in vitro (Pal Sharma and 

Goldmann, 2004). Cette phosphorylation sur un site unique est accompagnée d’une 

augmentation de la réticulation des filaments d’actine. Hck pourrait avoir un rôle similaire à 

Lck. La fonction de la Filamine A comme agent de réticulation des fibres d’actine pourrait 

alors influencer la stabilité de l’actine, et donc du podosome, permettant par exemple de le 

rigidifier un paramètre qui pourrait être nécessaire à sa fonction de mécano-senseur. 

Ces différents scenari de mécano-transduction faisant intervenir la phosphorylation de 

la Filamine A par Hck  devront, dans le futur, être confrontés à des résultats expérimentaux. 
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Pour cela, l’étude de la phosphorylation de la Filamine A par Hck doit être approfondie. 

Ainsi, il faudra vérifier si la phosphorylation in vitro (en co-incubant les deux protéines) est 

observable in cellulo (en exprimant les deux protéines dans des cellules). Cette vérification 

pourra être réalisée par l’expression de Hck et de la Filamine A. Puis, afin d’identifier la ou 

les tyrosines phosphorylées, des mutants tronqués de la Filamine A devront être générés. 

Ainsi, un premier mutant contiendra les domaines d’interactions avec l’actine et les domaines 

de type IgG 1 à 5 ; un deuxième mutant contiendra les domaines de type IgG  6 à 10, … Les 

études de phosphorylation in vitro devraient mettre en évidence le ou les sites de 

phosphorylation. Ces phosphorylations devront alors être vérifiées dans le contexte cellulaire. 

Pour cela, il faudra procéder à la mutagénèse ponctuelle des tyrosines dans la protéine entière. 

L’expression de ces mutants ponctuels devrait ensuite permettre d’identifier le rôle de la 

phosphorylation de la Filamine A par Hck. Nous avons jusqu’à présent supprimé ou diminué 

l’expression de la Filamine A et nous avons pu observer un défaut de stabilité des podosomes, 

associé à un défaut de formation de rosette de podosomes et de dégradation de la matrice. Des 

études plus fines pourraient mettre à jour des fonctions de signalisation plus précises.  

De nombreux partenaires de la Filamine A  ont été identifiés et leurs interactions avec 

les domaines de la Filamine A ont été caractérisées. Ainsi, en fonction du domaine identifié, il 

faudra savoir si cette phosphorylation conditionne positivement ou négativement l’interaction 

entre la Filamine A et ses partenaires. Par exemple, est-ce que la phosphorylation de la 

Filamine A par Hck permet l’interaction des intégrines avec la Filamine A ? 

 

En conclusion, nous ne pouvons pas affirmer que la Filamine A est un substrat de Hck 

mais un faisceau de preuves le laisse penser et des expériences plus complexes pourraient être 

menées. Il serait intéressant 1) de vérifier que Hck peut phosphoryler la Filamine A dans un 

contexte cellulaire, 2) d’identifier le site de phosphorylation 3) d’identifier des mutants 

ponctuels et les défauts de fonction qui leur sont associés. 

B. La Filamine A dans la migration amiboide 

Comme nous l’avons démontré dans cette étude, la Filamine A n’est pas impliquée 

dans la migration amiboïde des macrophages dans une matrice fibrillaire de Collagène de type 

I. Ce résultat peut être étonnant car la migration amiboïde nécessite l’activité de ROCK un 

des partenaires identifié de la Filamine A (Ueda et al., 2003). Toutefois, le rôle de cette 

interaction sur les signalisations contrôlées par ROCK n’est pas identifié. En d’autres termes, 

on ne sait pas si l’interaction de ROCK et de la Filamine A régule positivement ou 
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négativement l’activité kinase de ROCK. Ce résultat laisse toutefois penser que les 

macrophages murins utilisés pourraient compenser la perte d’expression de la Filamine A. 

Comme précédemment observé pour la suppression du gène Hck, la suppression de la 

Filamine A, n’abolit pas totalement la migration mésenchymale des macrophages. Ces 

protéines et leurs homologues (Lyn et Fgr dans le cas de Hck) ou isoformes (Filamine B dans 

les cas de la Filamine A) pourraient jouer des rôles similaires, bien qu’elles aient des rôles 

spécifiques. En effet, l’étude des étapes d’adhérence, d’étalement et de migration de cellules 

tumorales a mis en évidence des rôles redondants des Filamine A et B (Baldassarre et al., 

2009). Ces compensations pourraient alors être suffisantes dans le cas de la migration 3D 

amiboïde (où la cellule cherche son chemin) mais pas assez pour la migration mésenchymale 

(où la cellule doit dégrader la matrice extracellulaire pour générer sa voie). 

 

VI. Autres protéines identifiées par l’analyse protéomique. 
L’analyse protéomique a permis d’identifier de nombreuses protéines, dont certaines 

sont tout-à-fait intéressantes. Ainsi, IQGAP1 a été impliquée dans les invadopodes (Sakurai-

Yageta et al., 2008), CapG est une protéine du contrôle de la polymérisation de l’actine (Renz 

et al., 2008), Alix a été impliquée dans le contrôle de l’actine (Cabezas et al., 2005),apparait 

comme un partenaires d’Hck (Shi et al., 2010) et un substrat de Src (Schmidt et al., 2005). De 

nouvelles études s’ouvrent donc pour mieux comprendre les voies de signalisations 

nécessaires pour la formation des rosettes de podosomes. 
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Caractérisation des mécanismes de 

migration des macrophages dans un système 

cellulaire in vitro en 3D. 
Lors de mon arrivée dans l’équipe, des données suggéraient l’implication de Hck dans 

la migration 3D des cellules. L’étude de la migration des macrophages murins dans différents 

modèles in vivo (modèle d’inflammation du péritoine) et in vitro (matrices acellulaires) a 

permis de le démontrer. Les matrices acellulaires, développées dans l’équipe par E. Van 

Goethem et V. Le Cabec, ont également permis d’étudier la migration 3D des macrophages 

humains et ainsi de démontrer que ces derniers adaptent leur mode migratoire à 

l’environnement rencontré. Le souhait de l’équipe était de développer en parallèle un système 

de complexité intermédiaire entre les matrices acellulaires et les tissus. J’ai donc mis au point 

des conditions permettant l’étude de la migration des macrophages dans un système cellulaire 

in vitro en 3D: les sphéroïdes tumoraux. Ce système m’a alors permis d’étudier les 

mécanismes de migration des macrophages dans un contexte cellulaire tumoral en 3D. Ce 

modèle constituant l’avantage de permettre l’étude de la migration des macrophages associés 

aux tumeurs et de l’implication des macrophages dans le processus d’invasion tumorale. 

I. Les sphéroïdes tumoraux 
Les sphéroïdes tumoraux ont été décrits dès les années 1970.  Après plus de quarante 

ans, ils sont considérés comme un modèle important pour l’étude de la biologie du cancer et 

l’identification de nouvelles drogues (Hirschhaeuser et al., 2010 ;Elliott and Yuan, 2011). En 

effet, ces structures cellulaires en 3D permettent de mieux mimer les conditions in vivo que la 

culture en 2D classique. Les sphéroïdes tumoraux sont à distinguer des agrégats cellulaires où 

les interactions entre cellules et protéines matricielles sont faibles voir absentes ce qui rend 

impossible leur manipulation sous peine de dissociation. L’existence d’une cohésion plus 

importante au sein des sphéroïdes tumoraux va permettre l’établissement de gradients gazeux 

et nutritionnels. Ainsi, les sphéroïdes miment l’environnement tumoral dans le sens où l’on 

retrouve des cellules en prolifération à la périphérie (mimant les cellules proches des 

vaisseaux sanguins) et des cellules quiescentes puis mourantes à mesure que l’on pénètre dans 

le sphéroïde et que les gradients sont plus défavorables à la survie cellulaire (mimant ainsi les 

zones hypoxiques de la tumeur).  
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Depuis leur première description, les sphéroides tumoraux se sont positionnés comme 

modèle de complexité supérieure à la classique culture en 2D pour l’identification de drogues 

à visée anti-tumorale (Hirschhaeuser et al., 2010). En effet, sous cette forme de culture en 3D, 

les cellules tumorales résistent mieux à la plupart des drogues testées, mimant d’avantage les 

résultats obtenus in vivo. De plus, l’analyse de l’expression génique de cellules tumorales 

primaires comparées à leurs « descendantes » cultivées en 2D ou sous forme de sphéroïdes a 

permis de démontrer une meilleure conservation de l’expression génique sous cette dernière 

forme. Finalement, grâce à cette méthode de culture, il a été possible pour plusieurs équipes 

de mettre en évidence l’importance des cellules souches tumorales  (Hirschhaeuser et al., 

2010). 

Ces dernières années, les études se sont complexifiées en intégrant des co-cultures 

avec des cellules stromales. Ainsi, il a été montré que les monocytes/macrophages sont 

capables d’infiltrer ces structures  et que cette infiltration peut-être dépendante du niveau 

d’expression de certaines cytokines par la tumeur (Audran et al., 1994 ;Konur et al., 

1996 ;Silzle et al., 2003 ;Kross et al., 2008). Cependant les mécanismes cellulaires de leur 

infiltration n’ont pas été élucidés. 

En collaboration avec A. Valette, détenant le savoir-faire nécessaire à la production et 

à l’étude des sphéroïdes,  nous avons donc entrepris l’étude des mécanismes d’infiltration des 

monocytes et des macrophages au sein de sphéroïdes tumoraux. En collaboration avec la 

plateforme d’histo-pathologie dirigé par T. Al Saati, nous avons caractérisé les protéines 

matricielles présentes au sein des sphéroïdes et avec S. Balor de la plateforme d’imagerie 

électronique, nous avons analysé l’architecture cellulaire des sphéroïdes.  

Puisque nous souhaitions pouvoir visualiser la migration des macrophages au sein des 

sphéroïdes, j’ai développé des approches de « microscopie multi-photon » permettant 

l’acquisition d’images en profondeur et de manière moins dommageable pour l’échantillon 

qu’en « microscopie confocale » classique. En microscopie confocale, un photon excite un 

fluorophore qui  émet de la fluorescence, le faisceau laser illumine l’ensemble de l’échantillon 

et un diaphragme (pinhole) sélectionne la fluorescence émise par l’échantillon dans un plan 

(plus ou moins épais en fonction de l’objectif, de l’ouverture du diaphragme, de la longueur 

d’onde observée). Ainsi, pour l’observation de la GFP, par un laser mono-photon de longueur 

d’onde 488nm, le faisceau laser va illuminer et exciter et ainsi endommager l’échantillon sur 

toute son épaisseur. En microscopie multi-photon, pour exciter ce même fluorophore il faudra 

deux photons d’une longueur d’onde doublée. Ainsi, pour l’observation de GFP, par un laser 
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multi-photon de longueur d’onde 960 nm, le faisceau laser émet à 960 nm mais excite 

l’échantillon dans le seul plan d’observation et ainsi n’endommage pas l’échantillon sur toute 

son épaisseur. De plus, les longueurs d’onde du laser utilisé en microscopie multi-photon, de 

l’ordre de l’infra-rouge, sont moins toxiques pour les cellules, et pénètrent plus profondément 

dans les échantillons. Cette technologie semblait donc tout-à-fait adaptée à l’étude de 

sphéroïdes tumoraux d’environ 500 nm de diamètre et de l’infiltration de macrophage au sein 

de ces structures. Cette approche a permis dans un premier temps de quantifier l’infiltration 

des monocytes/macrophages au sein des sphéroïdes puis d’imager à intervalles de temps 

donnés le déplacement des cellules au sein de la structure. Enfin, fort de l’expérience de 

l’équipe dans le domaine des matrices acellulaires in vitro, j’ai par la suite étudié l’impact des 

macrophages sur l’invasion tumorale et j’ai ainsi mis en évidence leur rôle prépondérant par 

leur action de remodelage de la matrice extracellulaire. 

II. Article : 
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The Process of Macrophage Migration Promotes Matrix
Metalloproteinase-Independent Invasion by Tumor Cells

Romain Guiet,*,† Emeline Van Goethem,*,† Céline Cougoule,*,† Stéphanie Balor,‡

Annie Valette,x Talal Al Saati,{ Clifford A. Lowell,‖,** Véronique Le Cabec,*,† and

Isabelle Maridonneau-Parini*,†

Tumor-associated macrophages are known to amplify the malignant potential of tumors by secreting a variety of cytokines and

proteases involved in tumor cell invasion and metastasis, but how these macrophages infiltrate tumors and whether the macrophage

migration process facilitates tumor cell invasion remain poorly documented. To address these questions, we used cell spheroids of

breast carcinoma SUM159PT cells as an in vitro model of solid tumors. We found that macrophages used both the mesenchymal

mode requiring matrix metalloproteinases (MMPs) and the amoeboid migration mode to infiltrate tumor cell spheroids. Whereas

individual SUM159PT cells invaded Matrigel using an MMP-dependent mesenchymal mode, when they were grown as spheroids,

tumor cells were unable to invade the Matrigel surrounding spheroids. When spheroids were infiltrated or in contact with macro-

phages, tumor cell invasiveness was restored. It was dependent on the capacity of macrophages to remodel the matrix andmigrate in

anMMP-independent mesenchymal mode. This effect of macrophages wasmuch reducedwhen spheroids were infiltrated byMatri-

gel migration-defective Hck2/2 macrophages. In the presence of macrophages, SUM159PT migrated into Matrigel in the prox-

imity of macrophages and switched from an MMP-dependent mesenchymal migration to an amoeboid mode resistant to protease

inhibitors.Thus, in addition to the well-described paracrine loop between macrophages and tumor cells, macrophages can also

contribute to the invasiveness of tumor cells by remodeling the extracellular matrix and by opening the way to exit the tumor and

colonize the surrounding tissues in an MMP-dispensable manner. The Journal of Immunology, 2011, 187: 000–000.

T
umor-associated macrophages (TAMs) and the factors
they release have been shown to amplify various aspects
of cancer, including downregulation of adaptive immune

responses, stimulation of tumor progression, and formation of
metastases (1–6). Clinical evidence is substantial that, in the ma-
jority of cases, a correlation exists between macrophage den-
sity and poor patient prognosis (1); that ablation of macrophage

population by genetic and pharmacological approaches can
counter subsequent cancer development (7–9); and that inhibition
of macrophage recruitment can enhance tumor sensitivity to radi-
ation (10).
In the relationship between macrophages and tumor cells,

cytokines, growth factors (such as epidermal growth factor and
CSF-1), and proteolytic cascades are essential for successful in-
vasion (3, 6, 11–14). Although the role of cytokines has been
extensively studied, that of proteases is less well understood (3–6,
15). Proteases play a critical role at multiple stages in the meta-
static cascade, including the invasion and intravasation steps, and
macrophages have been shown to be the major cell type that
supplies proteases to the tumor environment (3, 12, 13, 16).
Proteases can facilitate tumor cell motility by cleaving compo-
nents of cell–cell junctions, such as E-cadherin, and degrading
components of the extracellular matrices (ECMs) and basement
membrane (14, 16, 17). Regarding the role of proteases in cancer,
matrix metalloproteinases (MMPs) have received most of the at-
tention (13), but the lysosomal protease cathepsins, mostly re-
leased by macrophages, have also recently been shown to have
a critical function in tumor growth and invasiveness, as well as in
activation of growth factors and cytokines by cleavage of prodo-
mains (12, 16).
TAMs have been observed at strategic positions inside tumors:

They localize to areas of tumor invasion and are often found in the
perivascular areas where cancer cell intravasation into the blood or
lymphatic circulation occurs preferentially (12, 15, 18). In these
areas, a high frequency of tumor cell movement was observed in
association with macrophages, with frequent contacts between the
two cell types (8). We have recently elucidated the migration
characteristic of macrophages in in vitro experiments, using re-
constituted three-dimensional ECMs. Macrophages use either the
mesenchymal or the amoeboid migration mode, depending on the
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matrix architecture encountered (19). The amoeboid migration
mode is characterized by a rounded or slightly protrusive cell
shape, involvement of the Rho/ROCK pathway, and the lack of
strong adhesive interaction and of proteolytic degradation of the
matrix. The mesenchymal mode is characterized by strong adhe-
sive interaction with the matrix, an elongated cell shape, long
F-actin rich cell protrusions, proteolytic degradation, and remod-
eling of the matrix under the control of Hck and dispensable Rho/
ROCK pathway (19–21). To date, however, neither the mode of
migration used by macrophages in a tumor environment nor the
consequences of macrophage migration and matrix remodeling for
the invasive capacity of tumor cells have been studied. Because it
is technically difficult to address these questions in vivo, we used
tumor cell spheroids, a well-established three-dimensional model
of tumors (22–28). As the accumulation of TAMs in breast car-
cinomas has been unequivocally correlated with a poor prognosis
(1), the human breast tumor cell line SUM159PT was used.

Materials and Methods
Reagents

The mixture of protease inhibitors (PIs) was composed of E64c (100 mM),
aprotinin (0.04 TIU/ml), leupeptin (6 mM), pepstatin (2 mM), and GM6001
(5 mM), as described (19). Y27632 was used at 10 mM. DMSO was used as
a control in all experiments. Matrigel was purchased from BD Biosciences
(San Jose, CA). Pepsin-extracted collagen I (Nutragen) was obtained from
Nutacon (Leimuiden, The Netherlands), CellTracker Red CMPTX and
Alexa 488-phalloidin were from Invitrogen (Cergy Pontoise, France), and
DAPI was from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO).

Tumor cells and spheroid culture

The invasive human breast tumor cell line SUM159PT was cultured in
F12HAM medium (Life Technologies, Carlsbad, CA) supplemented with
5% FCS, 100 U/ml penicillin (Life Technologies), 100 mg/ml streptomycin
(Life Technologies), 2 mM glutamine (Life Technologies), 2 mg/ml hy-
drocortisone (Sigma-Aldrich), and 0.1 U/ml insulin (Novo Nordisk,
Bagsvaerd, Denmark) (29). The noninvasive human breast tumor cell line
T47D was cultured in RMPI 1640 medium (Life Technologies) supple-
mented with 5% FCS, 100 U/ml penicillin (Life Technologies), 100 mg/ml
streptomycin (Life Technologies), 2 mM glutamine (Life Technologies),
and 0.1 U/ml insulin (Novo Nordisk). Spheroids were generated by the
hanging drop technique (30). Briefly, 24-well tissue culture plates were
coated with 500 ml of 2% agar per well. The human breast tumor cell line
SUM159PT was harvested and 103 cells/20 ml plated in the lid of tissue
culture plates. After 7 d, each spheroid was transferred into wells with 500
ml culture medium. Preliminary studies have established that after 20–
24 d of culture for SUM159PT and after 12–14 d of culture for T47D,
spheroids reached a diameter of ∼400 mm.

Isolation and differentiation of human monocyte-derived
macrophage and mouse bone marrow-derived macrophages,
staining, and coculture with spheroids

Human macrophages derived from blood monocytes and mouse bone
marrow-derived macrophages (BMDMs) were differentiated as described
(19, 21). Cell staining was performed using the cell-live permeant probe
CellTracker Red CMPTX (Molecular Probes, Invitrogen) at 0.5 mM in
PBS, as described by the manufacturer. CellTracker staining was stable for
at least 15 d. Human macrophages and BMDMs both at day 7 of differ-
entiation were distributed (104 cells) into agar-coated wells containing
a single spheroid and coincubated for 3 d.

Quantification of macrophage infiltration into spheroids

Formalin-fixed spheroids stained with DAPI were imaged in chambers
(CoverWell PCI-1.0; Grace Bio-Labs, Bend, OR) using a Leica SP5
microscope (Leica Microsystems, Deerfield, IL) with a multiphoton
source at 715 nm (coherent Chameleon) for z-stack acquisition of DAPI
and CellTracker fluorescence (z-step, 1.2 mm). With the cell counter plugin
of ImageJ software (National Institutes of Health, Bethesda, MD),
CellTracker-stained macrophages associated to spheroids were counted.
Macrophages were classified “out of spheroids” when located in the first
line of nuclei and “inside” when inside the first line of nuclei. At least three
spheroids per condition were used.

Migration assay

Macrophages and tumor cells were serum starved for at least 2 h. Cells
harvested by Trypsin-EDTA (Life Technologies) were seeded on top of the
matrix at 104 cells per Transwell insert. Inhibitors were placed on top of the
matrix 30 min before adding the cells and in the lower chamber at the same
concentrations to allow for an optimal repartition of the inhibitors within
the matrix. For comigration experiments, macrophages were plated 48 h
before tumor cells. After 24 h of comigration, two fields of two wells were
analyzed using the motorized stage of an inverted video microscope (Leica
DMIRB) and the Metamorph software. Pictures were taken automatically
with a 103 objective and at constant 15-mm intervals, and cells on top and
within the matrix were counted using the cell counter plugin of the ImageJ
software. Tumor cells were distinguished from CellTracker-stained mac-
rophages. In experiments using GM6001, SUM159PT cells were pre-
treated for 1 h with 10 mM before their transfer to the migration chamber.
Quantification was performed as previously described. The percentage of
migration was obtained as the ratio of cells within the matrix to the total
number of counted cells (19).

Cell morphology quantification

Cell morphologies were quantified using ImageJ and the same pictures as
for migration measurement. The cell aspect ratio is the ratio of the length of
the major cell axis to the minor axis, as described previously (19). For an
amoeboid cell, the aspect ratio was,2.5; for intermediate morphology, the
aspect ratio was .2.5 and ,4.5; and for mesenchymal cells, the aspect
ratio was .4.5. For each condition, $100 cells were scored, and a mini-
mum of three independent experiments were analyzed.

Three-dimensional invasion assay of spheroids

Control and macrophage-infiltrated spheroids were washed and embedded
in collagen I or Matrigel. Briefly, 50 ml matrix was laid down in 96-well
tissue culture plates, and spheroids were resuspended at 4˚C in 50 ml
matrix, which was consecutively polymerized at 37˚C. Brightfield pictures
were registered using a Nikon eclipse TS100. Using ImageJ software, cells
outside spheroids were counted, and the maximal distances covered
by invasive cells were measured. The areas occupied by spheroids were
measured as the difference between day 0 and day 7. In some experiments,
drugs were added into Matrigel before its polymerization and renewed in
the medium every 2 d.

Video microscopy

Life-act-Cherry–expressing macrophages (20) infiltrating spheroids were
visualized using a Zeiss 710 NLO with a DPPS-laser 561 nm. With use of
a Lab-Tek in a CO2 and heat-regulated chamber, cells were imaged every
15 min for 16 h.

Spheroids infiltrated with CellTracker-stained macrophages were em-
bedded into Matrigel in a Lab-Tek chamber. Image acquisition was per-
formed with a Zeiss 710 NLO, using a multiphoton Coherent Chameleon
Vision II at 715 nm. Using a CO2 and heat-regulated chamber, cells were
imaged every 5 min for 16 h.

Histological analyses

For histomorphological analysis and immunohistochemistry assay, formalin-
fixed spheroids were embedded in agarose and processed for routine his-
topathologic examination. Sections were stained with H&E for histo-
morphological analyses. Immunostaining of spheroids was preceded by the
Ag retrieval technique by heating paraffin sections of spheroids in 10 mM
citrate buffer, pH 6, for 10 min, except for CD68 staining, which was
preceded by a pretreatment using trypsin digestion.

Immunohistochemical staining of paraffin sections of spheroids was
performed with Abs directed against laminin (L9393; Sigma-Aldrich), fi-
bronectin (F3648; Sigma-Aldrich), collagen IV (Clone CIV22; Dako,
Trappes, France), collagen I (COL-1; Abcam), and macrophage CD68 (PG-
M1; Dako). Spheroid sections were incubated with biotin-conjugated Abs
followed by the streptavidin–biotin–peroxidase complex (ABC) method
(Vector Laboratories, Burlingame, CA) and then were counterstained with
hematoxylin. Negative controls were incubated in buffered solution with-
out primary Ab.

Transmission electron microscopy

Spheroids were fixed overnight at 4˚C with 2.5% glutaraldehyde and 2.5%
formaldehyde (EMS; Delta-Microscopies, Ayguesvives, France) in 0.1 M
cacodylate buffer, pH 7.2, and postfixed at room temperature with 1%
OsO4. The samples were then dehydrated in a graded ethanol series and
embedded in Epon. The resin was polymerized for 48 h at 60˚C. Sections
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were cut on a Leica Ultracut microtome, and ultrathin sections were
mounted on 200 mesh onto Formvar-carbon–coated copper grids. Thin
sections were stained with 1% uranyl acetate and lead citrate and examined
at 80 kVon a JEOL 1200-EX electron microscope at the Institut Fédératif
de Recherche 109 electron microscopy facility (Toulouse, France).

Scanning electron microscopy

The collagen I matrix was fixed using 0.1 M sodium cacodylate buffer
supplemented with 2.5% (v/v) glutaraldehyde and prepared as previously
described (19) for observation with a JEOL (Tokyo, Japan) JSM-6700F
scanning electron microscope.

Statistical analyses

Each condition was performed in duplicate or triplicate; n = number of
independent experiments. Data are reported as mean 6SD. Statistical
comparisons were performed with a Student unpaired t test or with
ANOVA (one-way ANOVA and Tukey posttest, for more than two con-
ditions). The p values ,0.05 are represented by one asterisk, 0.01 by two
asterisks, and 0.001 by three asterisks.

Results
Macrophages infiltrate tumor cell spheroids by combining
amoeboid and MMP-dependent mesenchymal migration modes

Because the presence of TAMs in breast carcinomas is associated
with a poor prognosis (1), spheroids were generated using the
invasive breast carcinoma cell line SUM159PT. Spheroids used
in our experiments had a mean diameter of 450 6 16 mm. They
were organized according to the typical spheroid architecture (28),
defined by an outer shell of proliferating cells not tightly adhering
to each other and a region of packed cells, presumably corre-
sponding to quiescent cells, that surrounds the necrotic area, ob-
served with H&E staining (Fig. 1A) and transmission electron
microscopy (TEM) images (Fig. 1B). After 3 d of spheroid/
macrophage coculture, macrophages were found to infiltrate spher-
oids up to the necrotic core, as observed by immunohistological
analysis (CD68 Abs; Fig. 1A) and by TEM (Fig. 1B). The pres-
ence of ECM proteins was also investigated in spheroids (Fig. 1A).
Fibronectin was abundant, laminin and collagen IV were also pres-
ent, and collagen I was absent. These ECM proteins had a het-
erogeneous arrangement, either filling or not filling intercellular
spaces. Thus, the structure of SUM159PT spheroids mimics in
vivo breast tumors, in which the presence of these proteins has
been documented (31).
Next, we stained macrophages with CellTracker to quantify

this infiltration in spheroids, using multiphoton microscopy (Fig.
1C–E). As shown in Fig. 1E, macrophages efficiently infiltrated
spheroids. To characterize the mesenchymal and amoeboid modes,
PI mix (containing the pan-MMP inhibitor GM6001 and inhibitors
mostly dedicated to lysosomal proteases [LyPIs]) and the Rho-
kinase (ROCK) inhibitor Y27632 were respectively used as pre-
viously described (19). In the presence of PI mix or Y27632, the
percentage of macrophages (Fig. 1E) infiltrating spheroids was
significantly decreased. When GM6001 was used alone, it affected
the infiltration of macrophages with the same efficiency as PI mix,
whereas no inhibitory effect was obtained with LyPI (Fig. 1E),
indicating that macrophage infiltration into spheroids was mostly
dependent on MMPs. Finally, when PIs and Y27632 were com-
bined, their effects were additive, indicating that infiltration of
macrophages into spheroids relied on the two migration modes
identified so far. By time-lapse video microscopy, we recorded
macrophages with representative morphologies migrating to dif-
ferent depths of spheroids—that is, a macrophage with a typically
elongated mesenchymal morphology (Supplemental Fig. 1, ar-
rowhead) and a more rounded macrophage (arrow), both cells
having F-actin–rich cell protrusions at the front, similar to three-
dimensional podosomes (Supplemental Fig. 1; Ref. 20). Contrary

to the ECM we used previously, which promoted one or the other
migration mode (19), we have been able to obtain the two mi-
gration modes when macrophages migrated into a matrix of in-
termediate properties of architecture and viscoelasticity, that is,
collagen I at 3.6 mg/ml polymerized as a “gel” (Supplemental Fig.
2A, 2B). In this environment, when PIs and Y27632 were com-
bined, their effects were additive (Supplemental Fig. 2C), and
the percentage of cells with an intermediate morphology between
mesenchymal and amoeboid was increased (Supplemental Fig.
2D). Thus a combination of the migration modes could exist in
three-dimensional environments, such as spheroids characterized
by heterogeneous architecture and/or intermediate rheological
properties.
From these results, we conclude that macrophages infiltrate

spheroids via both the mesenchymal and the amoeboid modes. The
use of the two modes could be reproduced in an ECM with het-
erogeneous architecture and intermediate viscoelastic properties. In
marked contrast to our previous data showing that the mesen-
chymal mode used by macrophages in ECM is MMP independent
(19), in this work we show that the use of the mesenchymal mode
to infiltrate SUM159PT cell spheroids is MMP dependent.

Macrophages infiltrating multicellular tumor spheroids trigger
the invasion of tumor cells into the surrounding matrix

To explore tumor cell invasiveness, spheroids were embedded
into Matrigel, an ECM extracted from a mouse sarcoma, mostly
containing laminin and collagen IV. As shown in Fig. 2A, in the
absence of macrophages, SUM159PT cells did not escape from
spheroids into the surrounding matrix, with only some small out-
growths appearing at the surface of spheroids (Fig. 2A), suggest-
ing that Matrigel might form a barrier around spheroids, as pre-
viously described (32). This finding was not due to a migration
defect of our cell line because, as described earlier (29), individ-
ualized SUM159PT cells were competent to infiltrate Matrigel
(see below). When spheroids were embedded into fibrillar colla-
gen I, SUM159PT rapidly invaded the matrix (Supplemental
Fig. 3A), as previously observed (33). Interestingly, we found that
the presence of infiltrated macrophages in spheroids conferred an
invasive phenotype to the tumor cells in Matrigel (Fig. 2A), in-
dicating that macrophages can trigger the egress of tumor cells
from spheroids. In fact, both SUM159PT and CellTracker-stained
macrophages were found to invade the Matrigel (Fig. 2B). Simi-
larly, macrophages stimulated the egress of cells when spheroids
were made with the breast epithelial tumor cell line T47D (data
not shown). In contrast, in fibrillar collagen I, the presence of
macrophages in spheroids did not enhance matrix invasion (Sup-
plemental Fig. 3B). The impact of macrophages on Matrigel in-
vasion by tumor cells was quantified by measuring (1) the surface
occupied by the spheroids, (2) the number of cells out of sphe-
roids, and (3) the maximal invasion distance reached by cells (Fig.
2C). All three parameters were found to be dramatically increased
when macrophage-infiltrated spheroids were compared with
spheroids without macrophages (Fig. 2D).
Thus, as reported in vivo, we have established an in vitro system

in which macrophages can stimulate tumor cell invasiveness.

Tumor cell invasion requires macrophage proximity and
protease activity

To characterize the effect of macrophages on the invasive phe-
notype of tumor cells, spheroids infiltrated by CellTracker-stained
macrophages were examined by time-lapse fluorescence micros-
copy after embedding into Matrigel. As illustrated in Videos 1–4,
we observed that macrophages were the first to leave the spheroids
(Supplemental Video 1); they infiltrated Matrigel with back-and-
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forth movements, making iterative contacts with other macro-
phages or with SUM159PT cells (Fig. 3A; Supplemental Video 2)
localized at the periphery of the spheroid. Those tumor cells
that invaded the matrix were often in proximity to macrophages
(Fig. 3B; Supplemental Video 3) and frequently migrated as groups

of a few cells (Supplemental Video 4). These observations led us
to examine whether a direct contact between macrophages and
spheroids was required to trigger tumor cell invasion. As shown
in Fig. 3C, with the use of Transwell cultures, spheroids were
embedded in Matrigel either without (a) or with (b) infiltrated

FIGURE 1. Human macrophages infiltrate tumor cell spheroids, using the mesenchymal and amoeboid migration modes. SUM159PT cell spheroids were

coincubated for 3 d with CellTracker-stained macrophages, with or without drugs. A, Cross sections of paraffin-embedded spheroids stained with H&E

(x indicates the apoptotic/necrotic core; scale bars, 100 mm) or immunohistochemically stained with Abs directed against CD68, laminin, fibronectin,

collagen IV, or collagen I (scale bars, 50 mm). B, TEM image of an ultrathin section of a macrophage-infiltrated spheroid; insets are magnified as b9 and b99;

x indicates the apoptotic/necrotic core delineated by a dotted line (scale bars, 10 mm). Arrows in A (CD-68 staining) and B show infiltrated macrophages.

Arrows in A show significant staining of fibronectin, laminin, and collagen IV. C and D, Multiphoton acquisition (original magnification 390) of DAPI-

stained spheroids infiltrated by CellTracker-stained macrophages. C, A spheroid cross section set in the three-dimensional spheroid reconstitution in D is

shown. The arrowhead and arrow indicate a CellTracker-stained macrophage located inside and outside the spheroid, respectively. E, Quantification of

macrophage infiltration into spheroids, with or without inhibitors. Results are expressed as the percentage of macrophages inside spheroids (100% cor-

responds to macrophages inside plus macrophages at the periphery). Results are expressed as mean 6 SD (n = 3). ***p , 0.001.
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macrophages. Alternatively, with the use of noninfiltrated sphe-
roids, macrophages were layered either in the lower chamber (c)
or in the upper chamber, atop the matrix (d). Under this last

condition, once macrophages had reached spheroids (data not
shown), tumor cells started to invade the matrix, resulting in an
intermediate result between the spheroids containing macrophages
and those without (Fig. 3D). When macrophages were trapped in
the lower chamber (c), spheroids behaved like spheroids without
macrophages and tumor cells did not invade the matrix (Fig. 3D).
From these results, we conclude that a direct contact of macro-
phages with the spheroids is required to promote tumor cell in-
vasiveness.
Next, using spheroids infiltrated by macrophages embedded into

Matrigel, we examined the role of proteases in the process of matrix
invasion. In the presence of GM6001, cellular invasion of the
matrix was decreased (Fig. 3E), suggesting that the exit of mac-
rophages from spheroids might be inhibited by GM6001, and, as
a consequence, cell invasion was reduced. In fact, when GM6001
was added during the macrophage infiltration process of sphe-
roids, a large proportion of macrophages remained at the spheroid
periphery (see Fig. 1E), and this did not result in an inhibition of
the invasion of Matrigel when the drug was no longer present at
the second stage (Fig. 3E). Moreover, when GM6001 was present
during both macrophage infiltration and cell invasion, a marginal
inhibitory effect was obtained, suggesting that macrophages lo-
cated at the periphery of spheroids are the main actor of invasion.
When LyPI, which inhibits macrophage migration in Matrigel,
was added during the invasion process, both the number of cells
out of spheroids and the distance covered by invasive cells were
decreased (Fig. 3E). The following observations were made: (1)
Tumor cells are unable to invade Matrigel around spheroids in the
absence of macrophages; (2) GM6001 inhibits macrophage mi-
gration inside spheroids and inhibits spheroid invasiveness (Fig.
3E); and (3) Ly-PI inhibits macrophage migration in Matrigel
(Ref. 19; Supplemental Fig. 4) and inhibits spheroid invasiveness.
Taken together, these observations suggest that both sets of pro-
teases are involved in macrophage-triggered tumor cell invasive-
ness. Actually, the combination of GM6001 and LyPI resulted in
a strong inhibition of the invasion process (Fig. 3E).
In conclusion, the capacity of macrophages to promote the in-

vasion of aMatrigel matrix by SUM159PT cells grown as spheroids
requires proximity of the two cell types and relies on a protease-
dependent process.

In the presence of macrophages, tumor cells switch to the
amoeboid mode to invade Matrigel

Next, we explored the role of proteases in tumor cell invasiveness
triggered by macrophages. First, we studied the effect of the various
PIs on the mobility of SUM159PT cells seeded on the top of a
thick layer of Matrigel polymerized in Transwells (19). As shown
in Fig. 4A, SUM159PT cells infiltrated the matrix in an MMP-
dependent manner because GM6001 strongly decreased the percen-
tage of invasive cells, whereas neither LyPI nor Y27632 affected
SUM159PT cell migration. We thus concluded that these tumor
cells used the mesenchymal mode and MMPs, rather than the
amoeboid migration mode, to infiltrate Matrigel. Moreover, because
the addition of Y27632 to GM6001 did not potentiate the inhibitory
effect of GM6001, SUM159PT cells apparently cannot operate the
mesenchymal to amoeboid shift that has been described for some
tumor cells migrating into collagen I (34–36). As previously re-
ported, the migration of human macrophages was affected only by
LyPI, confirming that they use only the mesenchymal migration
mode in Matrigel and not MMPs (Supplemental Fig. 4A; Ref. 19).
Thus, both macrophages and SUM159PT migrated into Matrigel
using the mesenchymal mode, but distinct sets of proteases.
Second, macrophages and tumor cells were seeded together on

the top of Matrigel, and their respective migration capacities were

FIGURE 2. Human macrophages infiltrated into spheroids trigger tumor

cell invasion into Matrigel. A, Brightfield images of spheroids (left panels,

2MF) and human macrophage-infiltrated spheroids (right panels, +MF)

embedded into Matrigel. In the presence of macrophages, tumor cells in-

vade the matrix. Scale bar, 100 mm. B, Spheroids coincubated with Cell-

Tracker-stained human macrophages, then embedded into Matrigel. After

48 h, a fluorescence image shows that macrophages (red) and tumor cells

invade the matrix. The left panel is a higher magnification, denoted by the

dashed box in the right panel. Scale bar, 10 mm. C, Schematic presentation

of invasion quantification: The spheroid size is measured at day 0 (gray

dots) and day 7 (black dots); the maximal invasion distance (dotted green

line) is quantified as shown by the green arrow, and the number of cells

outside spheroids (represented by green triangles) is counted. D, Invasion

parameters show that macrophages significantly enhanced invasion. Re-

sults are expressed as mean 6 SD (n = 3). ***p , 0.001.
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analyzed. Of interest, the distance of migration covered by tumor
cells was increased to a level comparable to that of macrophages
(Fig. 4B, 4C). Although the presence of tumor cells did not
detectably influence the distance covered by migrating macro-
phages(Fig. 4B, 4C), the percentage of migrating cells slightly
increased (Supplemental Fig. 4A, 4B). The presence of tumor cells
did not change the susceptibility of macrophages to the drugs
(Supplemental Fig. 4B), and as previously reported, macrophages
formed tunnels into Matrigel (Supplemental Fig. 4C; Ref. 20). In
contrast, the susceptibility of tumor cells was markedly modified:
SUM159PT cells became insensitive to GM6001 and sensitive to
Y27632 treatment (Fig. 4D). Tumor cells were found to migrate in
proximity to macrophages (Fig. 4E, 4F), potentially in the tunnels
formed by macrophages (Fig. 4G), where tumor cells might use
the amoeboid migration mode. LyPI had no effect on the per-
centage of migrating SUM159PT cells (Fig. 4D) but inhibited
macrophage migration in Matrigel (Supplemental Fig. 4A, 4B),
and this coincided with a shortening of the migration distance
covered by tumor cells (data not shown).
In sum, these results show that SUM159PT cells can adapt

their migration capacity to the environment because a portion of

the tumor cells took advantage of the presence of macrophages
by switching to the amoeboid migration mode. Consequently, the
maximal distance covered by tumor cells was markedly increased,
matching that of macrophages.

Hck2/2 macrophages with defective Matrigel migration are
less effective in triggering tumor cell invasiveness

Finally, we evaluated the role played by the process of macrophage
migration in promoting the migration of tumor cells away from
spheroids into the surrounding Matrigel matrix. To avoid the use of
drugs, we took advantage of Hck2/2 BMDMs, which have a re-
duced migration capacity (∼50%) in Matrigel (21). Hck, a tyro-
sine kinase specifically expressed in phagocytes, is involved in
lysosome exocytosis (37–39) and in mesenchymal migration of
macrophages, which depends on lysosomal proteases (21). Hck2/2

macrophages were found to infiltrate spheroids as well as those
with a wt genotype (Fig. 5A), which could be expected because
Hck2/2 macrophages show normal expression and activity of
MMPs (21). When macrophage-infiltrated spheroids were em-
bedded into Matrigel, we observed that, in the presence of Hck2/2

macrophages, invasion of the matrix and the distance covered by

FIGURE 3. Tumor cell invasion re-

quires macrophage vicinity and pro-

teases. A and B, Spheroids infiltrated

by CellTracker-stained macrophages

were embedded into Matrigel, and

time-lapse microscopy allowed visu-

alization of cell movements. Scale

bar, 10 mm. C, A schematic pre-

sentation of the protocol used is

shown. Spheroids (a) and macro-

phage-infiltrated spheroids (b) were

embedded into a thick layer of

Matrigel. Macrophages were also

layered in the lower chamber of the-

Transwell (c) or seeded on the top of

Matrigel in the upper chamber (d). In

this latter case, macrophages infil-

trated Matrigel and reached spheroids

after 3–4 d. D, Quantification of in-

vasion under the experimental con-

ditions depicted in A. E, PIs were

added or not, as indicated: during the

macrophage infiltration process of

spheroids (infiltration) and/or during

the invasion assay when spheroids

were embedded into Matrigel (in-

vasion). Results are expressed as

mean6 SD (n = 3). *p, 0.05, **p,
0.01, ***p , 0.001.
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invading cells were reduced, compared with spheroids infiltrated
by wt macrophages (Fig. 5B, 5C). These results further support the
idea that the process of macrophage migration is in itself required
to facilitate the invasive capacity of tumor cells in Matrigel.

Discussion
Our understanding of the role of TAMs is progressing, but some
aspects are not yet elucidated. This challenge must be met, given
the critical importance of these cells at multiple stages of cancer
progression and the therapeutic potential of pharmacologically
controlling macrophage infiltration in tumors.
The first set of data concerns the observation that macrophages

use a combination of amoeboid and mesenchymal modes to in-
filtrate three-dimensional tumor cell spheroids. We have previously
shown that the architecture of extracellular matrices dictates
the migration mode used by human macrophages (19); in porous
matrices they use the amoeboid mode, and in nonporous gel-like

matrices, the mesenchymal mode. In a tumor cell environment,
macrophages are likely adapting their migration mode to the
heterogeneous surroundings they encounter in spheroids, which
comprise large and tight intercellular spaces more or less filled
with ECM proteins. In Supplemental Fig. 1, a macrophage infil-
trating a cell spheroid (arrow) adopts an intermediate phenotype,
with F-actin accumulating at the tip of a cell protrusion and
a more rounded cell shape than the macrophage deeply infiltrated
in the spheroid (arrowhead). The use of the two migration modes
could also be obtained in a gelled collagen I matrix that combined
porous and dense areas. In this matrix, a significant proportion of
macrophages exhibited intermediate cell shape, between rounded
and elongated. Thus, macrophages could alternatively use the two
migration modes, switching from one to the other with a transition
phenotype in the middle. Otherwise, they could use a migration
mode at a transition stage between amoeboid and mesenchymal
movements, combining proteolytic degradation of the matrix at

FIGURE 4. In the presence of macrophages, Matrigel invasion by tumor cells is no longer sensitive to MMP inhibition. SUM159PT cells were seeded on

thick layers of Matrigel polymerized in Transwells in the presence of inhibitors, with or without macrophages. A, Tumor cells were inhibited only by

GM6001. B, The maximal migration distance covered by SUM159PT cells increased in the presence of human macrophages. ***p , 0.001. C, Three-

dimensional positions of macrophages and/or tumor cells migrating in Matrigel is represented using Topcat software (black symbols: noninfiltrated cells at

the top of the matrix). D, Tumor cells comigrating with macrophages are not inhibited by GM6001 but are affected by Y27632. E, The percentage of tumor

cells close to macrophages in Matrigel increased with GM6001 and decreased with LyPi. ***p , 0.001, **p , 0.01. F, CellTracker-stained macrophages

and SUM159PT cells were fixed, stained with Alexa 488-phalloı̈dine, and visualized into Matrigel using a Zeiss 710 NLO (137 z-sections of 1 mm). Left

panel, Three-dimensional reconstitution. Upper right panel and lower right panels, Tumor cells in contact with CellTracker-stained macrophages, with

a characteristic mesenchymal morphology at different depths into the matrix (arrows). Scale bars, 10 mm. G, Overlay of fluorescence and brightfield images

shows comigration of tumor cells and CellTracker-stained macrophages in a tunnel (dotted line on the left image). Scale bar, 10 mm. Results are expressed

as mean 6 SD (n = 3).
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the tip of three-dimensional podosomes (19, 20) with ROCK-
mediated actomyosin contraction and rounded cell shape. Fur-
ther work will be necessary to distinguish between these two
hypotheses. We also found that, to infiltrate spheroids, macro-
phages require MMPs, whereas these proteases are dispensable for
macrophage mesenchymal migration inside ECMs (Ref. 19; Sup-
plemental Fig 4). Among the numerous substrates of MMPs (40),
proteolysis of adhesion receptors might be critical in opening
cell–cell junctions to allow the migration of macrophages into
spheroids. Thus, macrophages are able to sense the extracellular
environment, adapt their migration mode (19), and, possibly, dif-
ferentially deliver proteases. Whether different sets of proteases
are either differentially secreted or indiscriminately released by
macrophages remains to be determined. Whether MMPs are re-
leased by macrophages, by tumor cells, or by both also has to be
elucidated.
The second set of data concerns the effect of macrophages on the

invasive capacity of tumor cells. Because the density and com-
position of the ECM are modified in most tumors (41, 42), we
thought that Matrigel, which is extracted from a mouse sarcoma,
was well adapted in our study to mimic the tumor environment. In
contrast to fibrillar collagen I, the invasive tumor cells SUM159PT
did not efficiently abandon the spheroid environment to pene-
trate the Matrigel, suggesting that it might form a sort of barrier
around spheroids. SUM159PT cells have actually accomplished
the epitheliomesenchymal transition (29), a switch considered
instrumental for the invasion phenotype. We show that individual
SUM159PT cells are able to infiltrate Matrigel, but when these
cells form a spheroid they lose this property. The presence of
macrophages inside spheroids was not an absolute requisite be-
cause tumor cell invasiveness was also initiated when macro-
phages reached spheroids from outside or were maintained at the
periphery of spheroids by MMP inhibitors. In addition to the well-
described contribution of various cytokines released by macro-
phages and tumor cells to facilitate the invasive phenotype (3–6),
we report that the macrophage migration capacity is also involved
in that process by itself. In our spheroid model, we observed that

macrophages, migrating into Matrigel in an MMP-independent
mesenchymal mode, were frequently in direct contact with those
tumor cells that were at the edge of spheroids, presumably in the
process of exit. Furthermore, tumor cells that were in the process
of invading the matrix individually or collectively were often
found to move forward close to macrophages. Macrophages are
professional migrating cells capable of moving in every type of
body tissue and across anatomic boundaries. The proximity of
macrophages thus probably constitutes an opportunity for tumor
cells, which might be less well equipped for transtissular migra-
tion. In the presence of Hck2/2 macrophages, which have a re-
duced capacity to migrate inside Matrigel, tumor cell invasiveness
was found to be reduced, further supporting the notion that the
macrophage migration process in itself facilitates tumor cell in-
vasion, although we cannot exclude that Hck2/2 macrophages
have another undiscovered deficiency that could also affect tumor
cell migration. When SUM159PT cells were layered on Matrigel
in the absence of macrophages, they infiltrated the matrix using
the mesenchymal migration mode, in an MMP-dependent manner.
In the presence of macrophages, however, they used the amoeboid
mode, and their migration distance increased to match that cov-
ered by macrophages. We propose that the matrix remodeling
activity of macrophages, which combines proteolytic degradation
with ingestion and compaction of the matrix to form tunnels, as
described earlier (20), probably helps tumor cells to tube travel
(43–45) and migrate independently of their own proteolytic ac-
tivity. The advantages of using the amoeboid migration mode
compared with the mesenchymal mode might be related to a rapid
movement of the cells (46). Moreover, one can hypothesize that
slipping into tunnels is less energy consuming than digging holes.
The failure of MMP inhibitors to prevent cancer progression in
clinical trials (47), and in particular the proposal that MMP-
independent amoeboid migration of tumor cells might be rele-
vant in vivo (44), lead us to propose that tumor cells could actually
follow macrophages using the amoeboid mode. In vitro, fibro-
blasts have been noted to form tracks in the ECM, enabling
noninvasive cancer cells to migrate collectively, whereas invasive
cancer cells with mesenchymal characteristics invaded the ma-
trix equally well in the presence or in the absence of fibroblasts
(48). Thus, it is likely that both fibroblasts and macrophages, two
components of the tumoral microenvironment, facilitate tumor
progression, although their respective importance remains to be
established.
In conclusion, we report that macrophages infiltrate tumor spher-

oids using both the mesenchymal and the amoeboid migration
modes and that mesenchymal migration in cellular and noncellular
three-dimensional environments requires distinct sets of proteases.
In addition to the well-described paracrine loop between tumor
cells and macrophages, which enhances tumor cell migration, the
macrophage matrix remodeling activity is also involved in the
process of tumor cell invasion. This work describes a new role for
macrophages in tumor progression and points out that effectors of
macrophage mesenchymal migration such as Hck, a phagocyte-
specific protein, are potential antitumoral targets.
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FIGURE 5. Hck2/2 macrophages, deficient for Matrigel migration, are

less effective at promoting tumor cell invasiveness. A, Spheroids were

coincubated with CellTracker-stained wt or Hck2/2 macrophages for 3 d,

and the number of macrophages associated with spheroids was counted on

30 z-sections of 1.2 mm. B, Spheroids infiltrated by wt or Hck2/2 BMDMs

for 3 d were embedded into Matrigel. After 7 d, brightfield images of cells

invading Matrigel are shown. Scale bars, 100 mm. C, Invasion parameters

show that cell invasion is decreased with Hck2/2 macrophages compared

with wt. Results are expressed as mean 6 SD (n = 3). *p , 0.05, **p ,
0.01, ***p , 0.001.
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Figure S1: Human macrophages infiltrating a tumour cell spheroid have an elongated cell shape and
F-actin rich protrusions.
Macrophages were transduced with a LifeAct-mCherry lentivirus as described (20) to stain Factin, co-
incubated with spheroids and observed using a confocal microscope (ZeissLSM710). Acquisition of 25 z-
sections of 4μm made every 15min show a macrophage penetrating into the spheroid (arrow) and a
macrophage migrating into the spheroid (arrowhead). Bright field and fluorescence images were merged
using ImageJ software. Stack-reg plugin was used to compensate the spheroid movement during acquisition.
The dotted line shows the spheroid periphery. Two macrophages are observed, one with the typical elongated
morphology of the mesenchymal mode (arrowhead) and one with a less elongated morphology. Both
macrophages have a long cell protrusion at the cell front, rich in F-actin at the tip and similar to 3D
podosomes typical of the mesenchymal mode ((20)).



Figure S2: Human macrophages use the mesenchymal and amoeboid migration modes
to infiltrate a matrix of collagen I with heterogeneous architecture
(A) Scanning electron microscopy picture of gelled collagen I (3.6 mg/ml), scale bar: 10 μm. The
architecture of the matrix is heterogeneous with areas of sticky fibrils (arrowhead) of Collagen I and areas
forming pore-like structures (arrow). (B) Matrix rigidity values are shown by rheometry measurement of G’
and G” moduli. The visco-elastic properties were intermediate compared to the other matrices used
previously (19) and in panel D. (C) Human macrophages were seeded on the top of gelled collagen I (3.6
mg/ml) in the presence or absence of inhibitors (PI mix =LyPI+GM6001). The percentage of migrating
cellswas measured after 48 h. Inhibition of macrophage infiltration was achieved by both Y27632 and
PImix. (D) Left panels : bright field pictures of the different macrophage morphologies observed into gelled
collagen I (3.6 mg/ml): mesenchymal, intermediate and ameboid. Right panel: quantification of
macrophages morphologies (%) infiltrated into collagen I polymerized to get fibrillar or gelled architecture,
at different concentrations. Except for the matrix of collagen at 3.6mg/ml, the 3 others have been used
previously. In these matrices, we have reported that the two migration modes did not coincide (19) as
indicated below the graph: migration is sensible to ROCK (Y27632) and/or protease inhibition (PImix). The
cell shapes were typical of the mesenchymal (elongated cell shape) and amoeboid (rounded) migration
modes and a high percentage of cells were in an intermediate shape between rounded and elongated. Results
are expressed as mean +/- SD (n=3).



Figure S3: Macrophages do not enhance the invasive capacity of tumour cells when
spheroids are embedded into fibrillar collagen I
(A) Bright field pictures of SUM159PT cell spheroids embedded into fibrillar collagen I.
Pictures taken every day show invasion of the surrounding matrix. (10X objective, scale
bar=100μm).(B) Quantification of the maximal invasion distance of spheroids infiltrated or
not with macrophages. Results are expressed as mean +/- SD (n=3).



Figure S4: Macrophages infiltrating
Matrigel use a MMP-independent
mesenchymal
mode, are stimulated by the presence of
SUM159PT cells and form tunnels.
(A-B) Macrophage migration in Matrigel
polymerized in Transwells. Quantification of
macrophage migration in the presence and
absence of inhibitors (A) and in the presence
ofSUM159PT cells (B). Macrophages are
inhibited by LyPi but not by GM6001 of
Y27632 in the absence and presence of
SUM159PT. Mean +/- SD (n=3) (C)
Macrophages migrating in Matrigel-FITC
were fixed and stained with Texas-red-
Phalloïdine. 3D reconstitution of a
macrophage inside a tunnel is shown (a).
Panels (c-h) show X/Z confocal sections
positioned on the 3D reconstitution of the
matrix (b).



To download video : 
http://dl.dropbox.com/u/22602328/video_thesis/Spheroid_video.zip

The journal of Immunolgy:
http://www.jimmunol.org.gate1.inist.fr/content/early/2011/08/29/jimmunol.11
01245/suppl/DC1

•Supplemental Video 1 (MOV, 1483 Kb)
- The black arrowhead in the upper left corner shows a CellTracker-stained macrophage going out of the 
spheroids, a process which takes several hours. The two cells out of focus are shown in video 2. 

•Supplemental Video 2 (MOV, 1852 Kb)
- The black arrowhead in the lower left corner shows a macrophage out of spheroid migrating into the 
surrounding matrix using the mesenchymal migration mode (protrusion) and alternating slow and fast
(likely into the tunnel, see Fig.S4C) movements. The black arrowhead in the middle right side shows a 
macrophage frequently interacting with tumour cells at the periphery of the spheroid as well as with the 
first macrophage which is likely helping its exit out of the spheroid. 

•Supplemental Video 3 (MOV, 791 Kb)
- The black arrowhead on the left shows a macrophage out of the spheroid. The black arrowhead on the 
right shows a macrophage inside the spheroid which is moving around a tumour cell aggregate budding
out of the spheroid. Next, a tumour cell starts to invade the matrix and contact the outside macrophage.

•Supplemental Video 4 (MOV, 969 Kb)
- The black arrowhead in the upper right corner shows a group of cells infiltrating the matrix. The red
arrow sows a macrophage and the black arrow shows a group of tumour cells which are invading
collectively the matrix. 

http://dl.dropbox.com/u/22602328/video_thesis/Spheroid_video.zip
http://www.jimmunol.org.gate1.inist.fr/content/early/2011/08/29/jimmunol.1101245/suppl/DC1
http://www.jimmunol.org.gate1.inist.fr/content/early/2011/08/29/jimmunol.1101245/suppl/DC1
http://www.jimmunol.org.gate1.inist.fr/content/suppl/2011/08/31/jimmunol.1101245.DC1/Supplemental_Video_1.mov
http://www.jimmunol.org.gate1.inist.fr/content/suppl/2011/08/31/jimmunol.1101245.DC1/Supplemental_Video_2.mov
http://www.jimmunol.org.gate1.inist.fr/content/suppl/2011/08/31/jimmunol.1101245.DC1/Supplemental_Video_3.mov
http://www.jimmunol.org.gate1.inist.fr/content/suppl/2011/08/31/jimmunol.1101245.DC1/Supplemental_Video_4.mov
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Figure 38. Infiltration de sphéroïdes tumoraux par des macrophages murins.
Les sphéroïdes tumoraux et les BMDM sont co-incubés 72heures, avant d’être fixés, marqués et
imagés en microscopie multi-photon. Le pourcentage de cellules infiltrant les sphéroïdes est quantifié
et montre qu’il est affecté dans le cas des macrophages FilaminA-/-.
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III. La migration mésenchymale des macrophages. 
Les travaux d’E. Van Goethem dans l’équipe ont montré que l’environnement 

dicte le mode de migration des macrophages qui adoptent un mode amiboïde ou 

mésenchymal. Le mode migratoire mésenchymal des macrophages se caractérise par 

une morphologie allongée, la présence de protrusions dégradatives (podosomes 3D) et 

par une  sensibilité aux inhibiteurs de protéases.  

Rappelons qu’au cours de la migration au sein de matrices extracellulaires 

telles que le Matrigel, les macrophages présentent une morphologie allongée, les 

macrophages humains sont insensibles aux inhibiteurs de MMP (GM6001) mais sont 

sensibles aux autres inhibiteurs du cocktail (LyPI). Dans ce contexte les macrophages 

murins Hck-/- et FLNa-/- présentent un défaut. 

Lors de l’infiltration de sphéroïdes tumoraux, les macrophages peuvent 

présenter une morphologie allongée, l’infiltration des macrophages humains est 

sensibles aux inhibiteurs de MMP (GM6001) mais sont insensibles aux autres 

constituants du cocktail (LyPI). Dans ce contexte, les macrophages murins Hck-/- 

infiltrent aussi efficacement les sphéroïdes que les macrophages wt. Ce résultat 

renforce notre hypothèse selon laquelle Hck, qui contrôle les lysosomes et l’exocytose 

des protéases lysosomales, n’intervient pas dans ce contexte d’infiltration des 

macrophages dans des spheroïdes puisque celle-ci dépend des MMP dont la sécrétion 

n’est pas affectée dans les macrophages Hck-/- (Cougoule et al., 2010). Par  contre, 

l’infiltration des macrophages murins FLNa-/- est affectée (Figure 38). Ce résultat 

montre que la Filamine A peut avoir un rôle sur la migration mésenchymale 

indépendamment de Hck. Cela suggère que le mode migratoire mésenchymal 

comprend une composante « structuration de l’actine » et une composante « régulation 

des protéases ». Ainsi la FLNa « organisateur structurel de l’actine » des podosomes et 

de leur organisation en rosette serait nécessaire aux deux types de migration 

mésenchymale. Mais la FLNa « protéine plateforme de signalisation » pourrait 

également, puisque nous avons pu montrer son rôle en aval de Hck, permettre des 

évènements de signalisation et ainsi le contrôle des protéases appropriées. 

L’infiltration des macrophages au sein des sphéroïdes tumoraux dépend de 

l’activité des MMP mais nous n’avons pas apporté la preuve formelle que cette 

activité est dépendante des macrophages, ces protéases pourraient être libérées par les 

cellules tumorales. Néanmoins la présence des cellules et des jonctions les liants les 

unes aux autres dans les sphéroïdes pourraient être la cause de cette distinction des 
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protéases nécessaires. En effet, des études montrent que les MMP sont impliquées 

dans le passage des monocytes à travers l’endothélium vasculaire (Reijerkerk et al., 

2006), que la sécrétion de MMP9 par des macrophages permet par la dégradation de 

E-cadhérine à la surface de cellules tumorales (Tan et al., 2010) et suggèrent que la 

migration de macrophages induit la dégradation de ZO-1, notamment par MMP9 

(Tada et al., 2010). Ainsi des études complémentaires devront être menées pour 

identifier précisément les protéases impliquées et les cellules qui les 

produisent. Toutefois, ces résultats suggèrent que l’environnement module également 

au sein du mode migratoire mésenchymal des macrophages l’utilisation différentiel de 

protéases. 

 

 L’étude des macrophages dans le contexte tumoral a permis de démontrer leur 

implication dans la progression et l’invasion tumorale, dans l’intravasation et 

l’extravasation des cellules tumorales menant à la formation de métastases (Lin et al., 

2001). L’étude des facteurs solubles a notamment permis de démontrer 1) le rôle des 

protéases libérées par les macrophages dans l’invasion tumorale (Gocheva et al., 

2010 ;Tan et al., 2010) et 2) les rôles du MCSF et de l’EGF dans l’établissement d’un 

dialogue, entre les cellules tumorales et les macrophages, à l’origine de l’invasion 

tumorale accentuée en présence de macrophage (Wyckoff et al., 2004). Notre étude a 

permis de montrer que l’activité de remodelage de la matrice par les macrophages a 

également un rôle crucial dans l’invasion tumorale. Dans ce contexte Hck, qui est 

nécessaire à la migration mésenchymale des macrophages, semble jouer un rôle.  

L’étude, des souris Hck-/-, va donc se poursuivre afin de caractériser le rôle de 

Hck et de la valider en tant que cible pharmacologique. En effet, grâce à ces souris il 

sera intéressant d’étudier, le recrutement des macrophages dans les tumeurs, la 

progression tumorale ainsi que l’invasion et la formation de métastases. Dans le 

modèle des sphéroïdes, nous avons observé que Hck n’est pas nécessaire pour 

l’infiltration des macrophages mais qu’elle est nécessaire à l’invasion de la matrice 

environnante. Ainsi, dans le modèle murin nous pourrions nous attendre à un 

recrutement « normal » des macrophages dans la tumeur, mais observer une invasion 

tumorale et une formation de métastases diminuées.   

Par ailleurs, des expériences de microscopie intravitale avec des macrophages 

exprimant la protéine Lifeact (qui marque l’actine polymérisée) permettra de 

visualiser leur cytosquelette et de vérifier que le mode migratoire mésenchymal est 



 



59 

 

adopté par les macrophages dans des tumeurs in vivo. L’utilisation de souris dont un 

gène a été éteint (Hck-/-, Filamine A-/-, ROCK-/-, MT1-MMP -/-, Cathepsine B-/-) 

permettra également de mettre en évidence l’implication de ces protéines dans les 

fonctions assurées par les macrophages à différentes étapes de la progression 

tumorale.  

L’étude de la migration des macrophages va également être menée sur 

différents tissus sains. En effet, la progression tumorale est accompagnée d’une 

désorganisation tissulaire et de la matrice extracellulaire et, comme précédemment 

mentionné, les tissus sont extrêmement variés en termes de composition et 

d’organisation. Un des projets de l’équipe est donc de caractériser la migration des 

macrophages dans différents tissus sains ex vivo et ainsi d’identifier si la migration des 

macrophages s’adapte à l’organisation tissulaire comme elle s’adapte à l’organisation 

des matrices extracellulaires in vitro. En d’autres termes, il s’agira de savoir si les 

macrophages utilisent les mêmes mécanismes et outils cellulaires pour migrer dans les 

différents tissus ou, au contraire, s’ils mettent en places des outils spécifiques à 

l’environnement qu’ils rencontrent.  

 

IV. Complexification du modèle par l’étude du rôle des adipocytes dans 

l’invasion tumorale. 
L’utilisation de sphéroïdes tumoraux et leur inclusions au sein de matrices 

extracellulaires apparait comme un outil intéressant pour étudier les processus mis en 

place lors de la progression tumorale. Afin de complexifier le modèle j’ai collaboré 

avec l’équipe du Dr. C. Muller qui s’intéresse au rôle des adipocytes, un constituant 

majeur du stroma tumoral dans le cancer du sein.  

Les travaux précédents de cette équipe ont permis de mettre en évidence que la 

co-culture d’adipocytes et de cellules tumorales aboutit à la dédifférenciation des 

adipocytes en ADF (Adipocyte Derived Fibroblasts) et à une invasion accrue des 

cellules tumorales dans des modèles in vitro et in vivo (Dirat et al., 2011). Ces 

résultats pourraient ainsi permettre d’expliquer les fibroses importantes, aussi appelée 

réaction desmoplastique, surtout observées dans les cancers du sein (Meng et al., 

2001). Cette équipe s’intéresse actuellement au rôle des ADF dans le processus 

d’invasion tumorale. En collaboration avec L. Bochet, nous avons généré des 

sphéroïdes à partir de mono-culture de cellules tumorales ou de co-cultures de cellules 
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tumorales et d’adipocytes ou d’ADF. Les sphéroïdes ainsi obtenus ont ensuite été 

intégrés dans des matrices extracellulaires.  

Dans une matrice de collagène fibreux de 4mg/ml, la présence d’ADF dans le 

sphéroïde, ou l’utilisation de cellules tumorales co-cultivées avec des ADF avant la 

formation du sphéroïde, permet d’observer une invasion accrue des cellules tumorales. 

Dans une matrice de collagène fibreux de 2mg/ml, l’invasion des cellules tumorales 

est plus rapide et n’est pas augmenté par la présence ou la co-culture avec les ADF. 

Les résultats différents obtenus avec les matrices de collagène fibreux de 2 et 4 mg/ml, 

suggère une augmentation des capacités protéolytiques des cellules tumorales. Enfin, 

si ces différents sphéroïdes sont inclus en Matrigel, l’invasion n’est pas augmentée 

(contrairement au cas où des macrophages sont présents et permettent l’invasion 

tumorale).  

Ainsi, ces résultats montrent que la co-culture temporaire des cellules 

tumorales avec des ADF est suffisante pour augmenter la capacité d’invasion de 

cellules tumorales. Les facteurs solubles échangés entre ces deux types cellulaires 

doivent donc modifier les cellules tumorales et les rendre plus invasives. Notons 

toutefois que cette augmentation ne permet pas aux cellules tumorales formant un 

sphéroïde de venir à bout de la barrière formée par la matrice de Matrigel. Il serait très 

intéressant de savoir ce qu’il se passe en présence des trois types cellulaires, 

macrophages, adipocyte/ADF, cellules tumorales. En effet, on pourrait s’attendre, dans 

le cas du Matrigel, en présence des trois types cellulaires à une invasion plus marquées 

que dans le cas des macrophages et des cellules tumorales. Les adipocytes/ADF 

pourraient accentuer le caractère invasif des cellules tumorales. Malheureusement, ces 

expériences avec trois types cellulaires se sont révélées complexes et faute de temps 

n’ont pu être menées à terme. 
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  Les différentes études menées dans l’équipe ont permis de démontrer que les 

macrophages adaptent leur mode migratoire à l’environnement rencontré. Dans une matrice 

très poreuse ils utilisent le mode migratoire amiboïde. Dans une matrice plus dense, moins 

permissive, ils utilisent le mode migratoire mésenchymal, forment des protrusions dont 

l’extrémité s’apparente à des podosomes. Des paramètres des podosomes (espacement, durée 

de vie) sont sensibles à la rigidité du susbstrat, ce qui suggère qu’ils ont une activité de 

senseur mécanique. Rappelons, que pour les macrophages la transition du mode amiboïde au 

mode mésenchymal (dicté par l’environnement) est immédiate, alors que la transition inverse 

requiert un temps d’adaptation du macrophage. Ceci suggère que le mode amiboïde, qui 

repose essentiellement sur la dynamique du cytoquelette d’acto-myosine, est le mode 

migratoire par défaut, un automatisme de la cellule. Ainsi, dans une matrice fibrillaire, très 

poreuse, les cellules utilisent le mode amiboïde, s’adaptent très rapidement à l’environnement 

et se faufilent dans le maillage de la matrice ce qui permet une migration rapide. Cette 

migration, nécessitant la contraction du cytosquelette d’acto-myosine, pourrait utiliser la 

mécano-transduction propre à ce cytosquelette, qui a été décrite très récemment (Fouchard et 

al., 2011).  En effet, la réponse mesurée 1) est quasi instantanée (moins de 0.1sec), 2) est 

sensible à la blebbistatine (un inhibiteur de la myosine)(Mitrossilis et al., 2009) et 3) permet à 

la cellule de répondre aux variations de rigidité de son environnement (Mitrossilis et al., 

2010). De façon triviale, la mécano-transduction par l’acto-myosine pourrait permettre à la 

cellule de détecter l’endroit où elle peut passer : ici il y a des fibres, là il n’y en a pas, alors je 

passe là. A l’inverse, dans une matrice plus dense, les cellules ne trouvent pas rapidement un 

endroit où passer, des points adhérences se forment menant à la formation de protrusions et de 

podosomes-3D, des cascades complexes de signalisation se mettent en place et permettent la 

protéolyse de la matrice. La cellule génère son chemin pour une migration lente. Dans ce cas, 

la mécano-transduction via les points d’adhérences et les protéines adaptatrices des intégrines 

mais également le cytosquelette d’acto-myosine pourraient jouer un rôle majeur, assurant la 

mise en place d’une réponse impliquant l’intervention et le contrôle de protéases, etc...  

Ainsi, en fonction de l’environnement, les cellules pourraient utiliser des outils de 

perception de différentes complexités. Les auteurs ont montré une capacité de senseur 

mécanique de l’acto-myosine par l’utilisation de blebbistatine. Or cet inhibiteur doit être 

capable d’inhiber les 2 modes migratoires identifiés, en bloquant la contractilité nécessaire au 

mode amiboïde et la rétraction du corps cellulaire pour le mode mésenchymal. L’inhibiteur de 

ROCK (Y27632) est quant à lui spécifique du mode amiboïde, il serait donc intéressant de 
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connaitre la réponse des cellules dans le système décrit par (Mitrossilis et al., 2009) en 

présence de cette inhibiteur. 

 

 Dans des matrices cellulaires ou acellulaires à l’architecture hétérogène, la migration 

des macrophages est sensible aux inhibiteurs de protéases (migration mésenchymale) et de 

ROCK (migration amiboïde). Ceci nous a suggéré que les cellules sont capables, dans ces 

environnements, d’utiliser les deux modes migratoires décrits jusqu’à présent.  

Cette observation soulève une question: « Ont-ils une utilisation séquentielle ou 

combinée de ces modes migratoires ? » En d’autres termes, est-ce que les macrophages 

utilisent les modes migratoires mésenchymal et amiboïde alternativement, ou est-ce qu’ils 

utilisent un nouveau mode migratoire combinant les caractéristiques des deux précédents 

modes identifiés ?  

Les acquisitions d’images, en 3D au cours du temps, de macrophages exprimant la 

protéine Lifeact-mCherry (marquant l’actine polymérisée) nous ont permis de visualiser la 

morphologie du cytosquelette d’actine de ces cellules. Nous avons alors pu observer des 

cellules à la morphologie allongée, très protrusive au cœur du sphéroïde. Des morphologies 

plus arrondies sont visibles à la surface du sphéroïde, puis les cellules semblent s’allonger, 

entre les cellules tumorales les plus en périphérie, émettant une protrusion à l’extrémité riche 

en actine polymérisée. Puis la cellule pénètre le sphéroïde, se contractant pour passer entre les 

cellules tumorales (pigure S1 de l’article : "The Process of Macrophage Migration Promotes 

Matrix Metalloproteinase-Independent Invasion by Tumor Cells"). Néanmoins, le seul critère 

morphologique ne permet pas de distinguer entre une utilisation séquentielle ou simultanée 

des deux modes migratoires.  

Un moyen de répondre à cette question serait 1) de développer un senseur fluorescent 

de l’activité de ROCK (Pertz, 2010) et 2) d’utiliser un senseur fluorescent d’activité 

protéolytique (Gocheva et al., 2010 ;Ouyang et al., 2010) afin de 3) visualiser par vidéo-

microscopie l’activité alternative ou séquentielle de ces deux classes d’enzyme. Ainsi, par le 

critère d’activité et non-plus d’inhibition, il pourrait être possible de démontrer l’utilisation 

séquentielle des deux modes migratoires ou l’utilisation d’un nouveau mode combinant les 

caractéristiques des deux précédemment décrits. 

 

L’étude des matrices cellulaires ou acellulaires à l’architecture hétérogène a également 

montré que dans une matrice acellulaire, la migration des macrophages 1) est sensible à des 



Figure 39. Représentation des différentes activations possibles entre protéases et l’inhibition par
les cystatines, TIMP (Tissue inhibitor of metalloproteinases) et les serpines, extrait de (Mason and
Joyce, 2011)
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inhibiteurs de protéases n’appartenant pas à la famille des MMP (cocktail LyPi, inhibant des 

protéases lysosomales), 2) passe par Hck et sa capacité à former des rosettes de podosomes 

(fonction qui nécessite la localisation de Hck aux lysosomes). Alors que la migration des 

macrophages au sein de sphéroïde tumoraux est, quant à elle, 1) sensible à l’inhibiteur de 

MMP, le GM6001 (mais pas au cocktail LyPi), et 2) est indépendante de Hck.  

De ces résultats est née une question simple : « Les macrophages sont-ils capables 

d’apporter et d’utiliser les protéases appropriés au contexte environnementale, ou délivrent-ils 

toutes les protéases en leur possession ? » 

En 2D, lors de la dégradation de gélatine-FITC, sur un temps court (de quelques 

heures), les macrophages ne dégradent la matrice qu’en vis-à-vis des podosomes (Linder and 

Kopp, 2005). La régulation spatiale de la protéolyse de la matrice est donc contrôlée très 

finement. Sur un temps plus long, une aire plus importante de dégradation est observable. Elle 

pourrait témoigner de la dynamique des podosomes (qui dégradent en vis-à-vis la matrice à 

plusieurs endroits). Dans le contexte de l’infiltration des macrophages au sein des sphéroïdes 

tumoraux, nous n’avons pas apporté la preuve formelle que l’activité MMP est dépendante 

des macrophages, ces protéases pourraient être libérées par les cellules tumorales. Néanmoins 

nous savons qu’en 2D, pour la protéolyse de gélatine-FITC, les macrophages humains ne sont 

sensibles qu’au GM6001 (Van Goethem et al., 2010). Les macrophages murins hck-/- 

présentent un défaut de dégradation de la gélatine-FITC, mais ne possèdent pas de défauts de 

sécrétion ni d’activation des MMP (Cougoule et al., 2010). 

Les MMP permettent la dégradation de la gélatine (MMP2 et MMP9 ont une activité 

gélatinase, (Nagase and Woessner, 1999)) et peuvent contrôler la durée de vie des podosomes 

des osteoclastes (Goto et al., 2002). Les MMP peuvent donc avoir 1) un rôle direct sur la 

dégradation`, et 2) un rôle indirect en régulant l’étendue de la dégradation par le contrôle de la 

dynamique des podosomes. Pour sa part, Hck est impliqué dans la dynamique des podosomes 

et sur la mobilisation des protéases lysosomales.  

La régulation des activités protéolytiques est extrêmement complexe (Figure 39 ; 

(Mason and Joyce, 2011)). Ces résultats doivent être approfondis afin de déterminer le rôle 

respectif de ces différentes familles de protéases dans chaque contexte. Pour cela, des 

expériences de dégradation de gélatine-FITC par les macrophages murins en présence des 

différents inhibiteurs de protéases, doivent être conduites, afin de pouvoir réunir les données 

entre les deux espèces.  
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D’autre part, l’équipe utilise un système de micro-texturation permettant le dépôt 

contrôlé de protéine à la surface de lamelles de verres. Ce système pourrait être utilisé pour 

décrypter l’activité des protéases au niveau des podosomes. En effet, il est possible de déposer 

par micro-texturation différentes protéines de matrice extracellulaire (fibronectine, 

vitronectine, laminine…). Ce système devrait permettre également de déposer des protéines 

impliquées dans les jonctions entre les cellules (E-Cadhérine…). Ainsi en utilisant des sondes 

fluorescentes spécifiques de l’activité des différentes familles de protéases il devrait être 

possible d’élucider leur utilisation différentielle. Ceci permettrait de savoir si les protéines 

présentes dans l’environnement du macrophage le conditionnent à utiliser certaines protéases. 

En d’autre termes, est-ce que 1) certaines protéines de matrice extracellulaire conditionnent 

l’utilisation des protéases lysosomales ? 2) les protéines assurant les jonctions entre les 

cellules déclencheraient l’utilisation des MMP ? 3) ces différentes signalisations sont sous 

dépendance de la signalisation contrôlée par Hck ? 

 

 L’infiltration des macrophages dans les tumeurs est associée à un mauvais pronostique 

dans de nombreux cancers. Les macrophages sont depuis plusieurs années distingués par leur 

polarisation M1 et M2. Les macrophages  M1 et leur capacité inflammatoire et de 

phagocytose se distinguent des macrophages M2 et de leurs capacité immuno-modulatrice et 

de réparation tissulaire. Or les macrophages associés aux tumeurs (les TAM) semblent 

détournés de leurs fonctions par le stroma tumoral qui les polarisent vers un phénotype M2. 

Ceci aurait pour conséquence de conférer aux macrophages un rôle protumoral. 

L’équipe s’est donc intéressée aux capacités migratoires de ces sous-familles de 

macrophages. Ainsi, E. Van Goethem a stimulé des macrophages avec les cytokines 

polarisant les macrophages vers un type M1 ou M2, avant de les déposer sur des matrices. 

Dans ce cas les macrophages M1 sont moins aptes à infiltrer les matrices que les macrophages 

M2. Les mécanismes qui régissent cette différence ne sont pas encore élucidés. Toutefois, il 

semble que l’expression de la calpaine soit augmentée dans les macrophages M1 et on sait 

que son inhibition stabilise les podosomes  (et supprime leur activité dégradative (Isaac et al., 

2010). La compréhension plus globale des distinctions de migration entre macrophages M1 et 

M2 constitue donc une voie d’étude tout-à-fait intéressante. 

 De plus, ces résultats suggèrent que lors d’une inflammation (induite par exemple par 

la présence de bactéries), les monocytes circulants recrutés sur le site vont être « piégés » tant 

qu’il existera des signaux de polarisation M1 dans l’environnement. Ceci pourrait être un des 
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mécanismes prévenant l’arrêt et la résolution de l’inflammation trop précocement. Ceci 

constitue également une voie thérapeutique potentielle. En effet, dans de nombreux cancers la 

présence des macrophages est associée à un mauvais pronostique. Dans ces cas les 

macrophages présentent une polarisation M2 qui favoriserait l’angiogénèse et la progression 

tumorale. Ainsi, l’utilisation d’inhibiteurs de protéases, ne ciblant pas seulement les MMP 

mais plus largement différentes classes de protéases permettrait, par l’inhibition des 

macrophages, de ralentir l’invasion tumorale. En parallèle, des traitements par des cytokines, 

polarisant les macrophages en type M1, permettraient d’amoindrir l’invasion tumorale 

(puisque ces macrophages semblent être moins capable de migrer) et de permettre une 

régression tumorale par l’activation des fonctions des macrophages et du système immunitaire 

adaptatif.  

 

 Finalement, les travaux de ces dernières années ont permis de mettre en évidence des 

mécanismes de la migration mésenchymale des macrophages, et l’implication dans ce 

processus de Hck, une protéine initialement impliquée dans la phagocytose. Ces deux 

fonctions semblent reposer sur des mécanismes communs. Pour capturer des éléments qu’il 

doit ingérer, le phagocyte émet des protrusions. Pour migrer il émet là-aussi des protrusions. 

Dans ces deux cas, Hck est impliquée. Pour assurer la dégradation de l’élément ingéré, les 

lysosomes sont mobilisés et fusionnent avec les phagosomes. Pour identifier son 

environnement, le macrophage utiliserait ses podosomes, dont la dynamique et l’organisation 

pourraient le renseigner, et signaler la mobilisation des lysosomes pour dégrader la matrice 

extracellulaire rencontrée. Dans ces deux cas, Hck serait également impliquée. Des 

expériences sont donc actuellement menées dans l’équipe pour étudier la relation entre 

phagocytose et migration. 
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Conclusion générale 



Figure 40. Mécanismes cellulaires et moléculaires de la migration des macrophages dans des
environnements en trois-dimensions.
Les caractéristiques identifiées des modes migratoires amiboïde et mésenchymal sont décrites. Les
éléments rayés ne sont pas impliqués dans le mode migratoire considéré. Des questions subsistent et
devront faire l’objet de futures études.
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Les monocytes et macrophages assurent les fonctions de patrouilleurs, de gardiens de 

l’organisme, garants de la non-intrusion d’entités extérieures et de la viabilité des cellules de 

l’individu. Les environnements qu’ils rencontrent conditionnent les monocytes par l’ensemble 

des signaux présents dans le milieu, qui, en activant des cascades de signalisation, mènent à 

leur différenciation en macrophages et leur conférèrent des capacités de réponse 

inflammatoire, de réparation tissulaire, de cellules résidentes. Pour accomplir ces fonctions, 

ils doivent être mobiles et capables de traverser des environnements aux caractéristiques très 

variées, que ce soit en termes d’architecture, de composition en protéines matricielles et en 

types cellulaires rencontrés.  

 Les études menées dans l’équipe ont permis de démontrer que les macrophages sont 

capables in vitro de s’adapter aux matrices extracellulaires qu’ils rencontrent. Ils sont en effet 

capables d’adopter deux modes migratoires aux caractéristiques « opposées » en fonction de 

l’architecture de l’environnement qu’ils rencontrent. Ainsi, dans un environnement poreux les 

macrophages adoptent le mode migratoire amiboïde, migrent très rapidement, se faufilent 

dans le maillage de la matrice extracellulaire. Dans un environnement moins permissif, plus 

dense, les macrophages adoptent le mode migratoire mésenchymal, leur migration est plus 

lente, ils doivent générer leur chemin de migration, remodeler la matrice extracellulaire par 

leur activité protéolytique. Notons que si une cellule rencontre successivement deux 

environnements distincts elle est capable de passer d’un mode migratoire à l’autre. Notons 

également que si une des transitions est immédiate (Mésenchymale vers Amiboïde), la 

transition inverse (Amiboïde vers Mésenchymale) requiert 24 à 48 heures pour être mise en 

place. Ceci suggère que le mode amiboïde est une fonction première, un automatisme de la 

cellule, alors que le mode mésenchymal est lui mis en place, après une adaptation à 

l’environnement (Figure 40). Enfin, dans des environnements aux architectures hétérogènes, 

qu’ils soient acellulaires ou cellulaires (sphéroïdes tumoraux),  les macrophages utilisent les 

deux modes migratoires. Cela suggère qu’ils détectent leur environnement, adaptent 

constamment leur mode migratoire et les outils nécessaires (par l’exemple par l’utilisation de 

différentes familles de protéases en fonction de l’environnement).  

Par défaut les macrophages pourrait utiliser le mode migratoire amiboïde, régit par la 

contraction du cytosquelette d’acto-myosine, et pourraient utiliser la mécano-transduction 

rapide propre à ce squelette cellulaire pour identifier efficacement un endroit propice à leur 

migration. Lorsque que l’environnement est moins permissif, des interactions entre des 

protéines de surface et l’environnement plus dense, déclenchent la formation de points 
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adhérences. Dans ce cas, la mécano-transduction via les points d’adhérences, par différents 

mécanismes modulants les intégrines et leurs protéines adaptatrices, activent des cascades de 

signalisations. Ceci aboutit à la mise en place de protrusions, de podosomes-3D, et d’une 

protéolyse de la matrice permettant de remodeler l’environnement jusqu’à ce qu’il soit 

possible de poursuivre l’avancée.  

Les mécanismes moléculaires contrôlant la migration mésenchymale sont complexes. 

Ils font intervenir un grand nombre de protéines distinctes engagées dans le contrôle de 

l’adhérence via les protéines de surface, de l’organisation et la dynamique du cytosquelette 

d’actine, dans le control de l’activité protéolytique par la régulation de l’apport et du 

recyclage des protéases.  

Les travaux menés dans l’équipe ont permis d’identifier des mécanismes cellulaires et 

moléculaires nécessaires à la migration mésenchymale. En effet, il a été possible de corréler 

des phénotypes en 2D à la capacité migratoire mésenchymale en 3D. Ainsi, la capacité des 

macrophages à générer des rosettes de podosomes et à dégrader de la matrice extracellulaire 

en 2D, est corrélée à leur capacité à migrer in vitro en 3D par le mode mésenchymal et à 

atteindre un site inflammatoire in vivo. Une protéine nécessaire à la mise en place de ces 

phénotypes et donc à la migration mésenchymale des macrophages est Hck, une tyrosine 

kinase de la famille Src spécifiquement exprimée dans les phagocytes. La localisation des 

isoformes de Hck en font une protéine tout–à-fait intéressante dans ce contexte. En effet, à la 

membrane plasmique p59Hck pourrait être impliquée dans plusieurs évènements de 

signalisation en aval des intégrines pour le recrutement de protéines adaptatrices, pour le 

contrôle de la dynamique de l’actine et la formation de protrusions cellulaires. A la membrane 

des lysosomes, p61Hck pourrait contrôler la mobilisation des lysosomes, le déclenchement de 

leur exocytose et la formation des rosettes de podosomes. Ainsi, l’approfondissement de la 

compréhension des voies de signalisation en aval de Hck pourrait permettre de valider son 

caractère de cible pharmacologique. 

 Mes travaux de thèse ont permis d’identifier une protéine nécessaire à la formation de 

rosettes de podosomes en aval de Hck, la Filamine A. Plusieurs de ses caractéristiques font de 

cette protéine une cible d’étude intéressante. Interagissant avec les intégrines et l’actine, elle 

interagit également, par sa fonction de plateforme, avec de nombreuses protéines déjà 

impliquées dans le contrôle des rosettes de podosomes. En supprimant son expression, j’ai 

montré, qu’elle est nécessaire à la stabilisation des podosomes, à la formation des rosettes de 

podosomes en 2D et à la migration mésenchymale en 3D. Des études plus « fines » 

permettraient sûrement d’identifier des signalisations plus complexes. En effet, lors de la 
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migration des macrophages au sein des sphéroïdes tumoraux, les protéases non-MMP et Hck 

ne sont pas requises, alors que les MMP et la Filamine A le sont (Figure 40). Ainsi, la 

Filamine A pourrait intervenir à un carrefour de signalisation en aval des intégrines. 

Les macrophages semblent donc être de véritables « machines à migrer », 

merveilleusement équipés pour s’adapter aux environnements qu’ils rencontrent. Alors que 

ceci est un pré-requis à leur fonction de défense de l’organisme, leur infiltration tissulaire 

massive est également un facteur aggravant dans de nombreuses pathologies. Ainsi, dans 

certains cancers, les macrophages semblent être détournés de leur fonction par les cellules 

tumorales. Incapables de reconnaitre ces cellules comme  « anormales », ils les reconnaissent 

comme étant en souffrance, et les macrophages vont les aider à recouvrer l’homéostasie. Ainsi 

au cœur des tumeurs, dans les zones hypoxiques, ils vont « nettoyer » les débris cellulaires 

des cellules apoptotiques ou nécrotiques. Les macrophages vont également favoriser 

l’angiogénèse afin de « re-perfuser » ce tissu en souffrance, par la sécrétion de cytokines. Par 

leurs actions de remodelage de la matrice extracellulaire et de guidage cellulaire, ils vont 

favoriser l’invasion tumorale et la formation de métastases. Dans ces contextes les cellules 

tumorales bénéficient donc des outils et capacités migratoires des macrophages pour envahir 

et coloniser les tissus environnants. 

 

L’étude des mécanismes moléculaires et cellulaires de la migration des macrophages 

apparait plus que jamais comme une voie prometteuse pour l’identification de nouvelles 

cibles pharmacologiques. Ces cellules garantes de l’intégrité et de l’homéostasie peuvent 

augmenter de façon majeure la progression de maladies graves. La compréhension plus 

complète de ces mécanismes permettra dès lors de proposer des voies thérapeutiques adaptées 

aux différents maladies dans lesquelles les macrophages sont mis en causes. 
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