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Résumé 

Au Canada, il est estimé qu’une personne sur deux sera diagnostiqué pour un cancer et 

qu’une personne sur quatre en décédera, faisant du cancer la première cause de mortalité 

(Statistiques canadiennes sur le cancer 2017. Toronto, ON: Société canadienne du cancer, 

2017). La formation de métastases est la principale cause des décès puisqu’elle y est 

associée à 90%. Lors de ce processus, les cellules épithéliales cancéreuses quittent la 

tumeur primaire et envahissent les tissus distants après avoir subi la transition épithéliale 

mésenchymateuse (EMT), ce qui leur permet d’accroître leur capacité migratoire. Plusieurs 

travaux ont montré un lien de causalité entre les protéines liant l’ARN et la progression 

tumorale. C’est le cas de l’étude qui a identifié les SICs (Spreading Initiation Centers), une 

structure transitoire présente lors de l’initiation de l’adhésion et défini comme présente 

uniquement dans les cellules mésenchymateuses. Nous proposons que les SICs contrôlent 

l’adhésion et la transition vers l’étalement cellulaire. Ainsi, nous avons cherché à 

caractériser cette structure et sa fonction. Nos données indiquent que la formation des SICs 

est contrôlée par l’activation de la voie RhoA et que son inhibition affecte leur formation et 

la consolidation de l’adhésion des cellules mésenchymateuses. Cette consolidation est liée 

au recrutement et à l’enrichissement spécifique de certaines protéines liant l’ARN, d’ARNm 

et d’un fort taux de traduction locale au niveau des SICs. De plus, nous montrons que lors 

de l’adhésion, une reprogrammation traductionnelle s’effectue afin de traduire des ARNm 

impliqués dans l’adhésion cellulaire. À l’aide d’une nouvelle méthode basée sur la 

puromycine, nous avons été capable d’identifier les protéines synthétisées lors de ce 

processus et avons montré que l’enrichissement de leur ARNm au niveau des SICs est 

dépendant de leur région 3’UTR. Enfin, l'inhibition de la traduction lors de l’adhésion diminue 

uniquement la capacité d’adhésion des lignées cellulaires mésenchymateuses et des 

cellules cancéreuses hautement métastatiques qui ont subi l’EMT. 

En conclusion, nous montrons que le métabolisme des SICs est régulé par leur capacité à 

traduire des ARNm spécifiques. Nous proposons que les SICs agissent comme un point de 

contrôle d’adhérence dans les cellules métastatiques leur permettant ainsi de moduler leur 

dissémination. 
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Abstract 

In Canada, one person out of two will be diagnosed with cancer and one out of four will die 

of it, making cancer the leading cause of death (Statistiques canadiennes sur le cancer 

2017. Toronto, ON: Société canadienne du cancer, 2017). This is mainly caused by 

metastasis formation, which is associated to more than 90% of the death related to cancer. 

While majority of cancers mostly originates from epithelial tissues, pre-metastatic cancerous 

cells can only leave the primary tumor after undergoing the epithelial mesenchymal 

transition (EMT). This transition allows cancerous cell lines to increase their ability to migrate 

through the highly structured stroma, invade the blood stream in order to disseminate in 

distant tissues. Increasing studies have shown causality in between RNA binding protein 

(RBP) and tumor progression. Our discoveries strengthen this hypothesis, as our work on 

Spreading initiation center (SIC), a transient structure during early adhesion, showed that 

RBPs regulation translation regulates these structure during mesenchymal cells adhesion 

and spreading. We found that SICs formation is controlled by RhoA activation and its 

inhibition will affect their formation and adhesion consolidation of mesenchymal cells. This 

consolidation is done with recruitment and enrichment of specific RBPs, mRNA and a high 

level of local translation in SICs. We also showed translational reprograming events during 

early adhesion, allowing us to find adhesion-regulated translation of specific mRNAs known 

to be implicated in cellular adhesion. Using our specifically engineered methods based on 

puromycin incorporation capacities, we identified neosynthesized proteins during early 

adhesion, showing a distinct translational activity. This also led us to show a specific 

enrichment of the mRNA coding for the newly synthetized proteins, through 3’UTR, within 

SICs. Finally, we showed that translation inhibition decreased the adhesion ability of 

mesenchymal cells and highly metastatic cancerous cells that undergo EMT, while not 

affecting epithelial cells or non-metastatic ones.  

Taken together, we conclude that SIC-regulated mechanism regulate mesenchymal cell 

adhesion through their ability to translate specific RNA, and that SICs can act as an adhesion 

checkpoint for metastatic cells, thus modulating their ability to disseminate and form 

metastases.  
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Avant-propos 

Ce manuscrit représente les travaux que j’ai commencé dans le laboratoire du Dr Marc-

Étienne Huot en 2012 et qui porte sur la compréhension du rôle des SICs et de la traduction 

dans l’adhésion cellulaire. Ce projet de recherche a abouti à la publication de deux articles 

en tant que premier auteur. De plus, j’ai contribué à d’autres articles sur des sujets distincts 

avec d’autres laboratoires et ce, autant du centre de recherche qu’à l’extérieur de celui-ci. 

Ils ont fait l’objet de publication dans la revue Nature communication et dans Scientific 

Reports. 

L’introduction de ce présent manuscrit consiste en une synthèse bibliographique permettant 

de mettre en contexte le travail de recherche. Après une première partie sur les données 

générales du cancer, la seconde porte sur le développement tumoral et notamment sur le 

processus métastatique. La troisième à la sixième partie s’articule autour de la mise en 

place des points focaux d’adhésion tant dans le processus de migration cellulaire et de ces 

différents modes que dans l’adhésion et l’étalement cellulaire, des étapes clefs du 

développement métastatique. Enfin, la septième et huitième partie s’intéresse à la traduction 

et plus spécifiquement au contrôle de la traduction locale et aux rôles des protéines qui lient 

l’ARN dans ce processus. 

Après une présentation des détails techniques et matériels utilisés au cours de ce projet 

(chapitre 1), le chapitre 2 correspond aux principaux résultats obtenus. Séparé en trois 

parties, ce chapitre regroupe l’ensemble des résultats qui ont permis la publication des deux 

articles en tant que premier auteur. Il s’agit tout d’abord d’un premier article publié dans la 

revue Journal of cell science : « Localized translation regulates cell adhesion and 

transendothelial migration » (Jonathan Bergeman, Alexia Caillier, François Houle, 

Laurence M.Gagné, Marc-Étienne Huot ; Cell Sci. 2016 Nov 1 ; 129(21) : 4105-4117)). À 

l’issue de la publication de cet article, le Journal of Visualized Experiments, nous a contactés 

pour présenter une des techniques utilisées dans cet article. Cela nous a permis d’effectuer 

une seconde publication : « Quantitative Immunofluorescence to Measure Global 

Localized Translation » (Jonathan Bergeman, Marc-Étienne Huot ; J Vis Exp. 2017 Aug 

22 ; (126)). Ce chapitre contient également divers résultats qui n’ont pas encore à ce jour 

fait l’objet d’une publication. Afin de décrire une histoire linéaire, j’ai fait le choix de ne pas 

effectuer une rédaction sous forme d’articles. Cependant, ces derniers sont présentés en 
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annexe. Le troisème chapitre propose une discussion de l’ensemble des résultats et des 

perspectives qui leur sont associées.
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1 Données générales sur le cancer 

Le cancer est la seconde cause de mortalité au niveau mondial et la première au Canada 

faisant de cette maladie un problème de santé majeur. En effet, près d’un canadien sur deux 

recevra un diagnostic de cancer au cours de sa vie et un quart décèdera des suites de cette 

maladie (Société canadienne du cancer). D’immenses progrès ont été réalisés au cours des 

décennies précédentes comme en témoigne la diminution constante du taux de mortalité 

(figure 1.1). Cela a été possible par les avancées effectuées au niveau de la prévention, du 

dépistage et du traitement de la maladie. 

Figure 1.1 : Taux d’incidence et de mortalité normalisés selon l’âge de tous les 
cancers confondus, selon le sexe. 

Source : Comité consultatif des statistiques canadiennes sur le cancer. Statistiques canadiennes sur 
le cancer 2017. Toronto, ON: Société canadienne du cancer, 2017. Accessible à 
cancer.ca/Canadian-Cancer-Statistics-2017-FR (consulté le 27 octobre 2017). 

Cependant, en fonction de l’origine du cancer, le taux de survie peut être radicalement 

différent. Par exemple, dans le cas du cancer de la thyroïde, le taux de survie à 5 ans est 

de 98% alors que pour le cancer du pancréas il est de 8% (Source : société canadienne du 

cancer édition 2016). 

Il est donc indispensable de mieux comprendre les facteurs et les mécanismes impliqués 

dans la progression tumorale afin de développer de nouvelles thérapies ciblant cette 

maladie. 
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2 La progression tumorale 

Il existe deux formes de cancer, les cancers qualifiés de "liquides" ou de "solides". Si l'origine 

du cancer est au niveau du système sanguin, il s'agit alors de tumeur "liquide" telle que le 

lymphome, myélome et leucémie. Cependant, 90% des tumeurs sont qualifiées de "solides", 

car elles proviennent dans la grande majorité des cas de cellules épithéliales (80% des 

cancers) ou de cellules des tissus conjonctifs. Il s'agit d'une maladie complexe, 

multifactorielle et multiétape. Pour se développer, elle doit passer par un stade de tumeur 

"bénigne" qui correspond à une dérégulation de cellules saines. En effet, elles prolifèrent de 

façon anarchique dans un état pseudo-indifférencié en suivant ni l'agencement des tissus 

ni les signaux qui régissent le comportement des cellules normales. Par la suite, elles 

acquièrent la capacité à former des métastases c'est-à-dire à envahir le tissu voisin ou des 

organes distants. À ce stade, la tumeur est qualitfiée de tumeur "maligne" ou cancer. Dans 

le cas des tumeurs "solides", il est estimé que 90% des décès sont liés à la formation de 

métastase 1. 

2.1 Les gènes impliqués dans le cancer 

Le dérèglement cellulaire menant au cancer est lié à des modifications génomiques 

impliquant soit1 des mutations, soit des changements épigénétiques. Puisque le cancer est 

une maladie génomique acquise, avec ou sans prédisposition, les gènes associés au 

développement cancéreux ont été classés en 3 catégories : les oncogènes, les gènes 

suppresseurs de tumeur ou les gènes impliqués dans la stabilité du génome 2. 

Les oncogènes codent pour des protéines qui stimulent la prolifération cellulaire. En général, 

une mutation somatique activatrice d'un des allèles est suffisante pour induire un avantage 

sélectif de croissance à la cellule. Il existe de nombreux oncogènes dont les plus connus 

sont les gènes MYC, ABL (Abelson murine leukemia viral oncogene homolog 1), RAS 

(KRAS, NRAS, HRAS) pour ne citer qu'eux. Les gènes suppresseurs de tumeurs sont des 

régulateurs négatifs de la prolifération cellulaire. Ils ont donc un effet opposé aux 

oncogènes. Lors du développement tumoral, ils sont donc la cible de modifications 

génétiques réduisant leur activité. En général, il est nécessaire d'avoir une inactivation bi-

allélique pour conférer un avantage de croissance à la cellule, bien qu'une haplo-

insuffisance peut être suffisante dans certain cas. Il existe également un grand nombre de 

gènes suppresseurs de tumeurs dont P53, APC (Adematous polyposis coli), PTEN 

(Phosphatase and TENsin homolog), RB1 (retinoblastoma-associated protein) 2,3. 
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Que ce soit les oncogènes ou les gènes suppresseurs de tumeurs, les modifications les 

affectant vont dans le même sens au niveau physiologique, c'est-à-dire favoriser la 

croissance cellulaire. Cela est possible en favorisant la division cellulaire, mais également 

en inhibant l'apoptose et la sénescence cellulaire. L'acquisition de changements génétiques 

de ces deux premières catégories de gènes est facilitée par un dysfonctionnement de la 

troisième qui correspond aux gènes impliqués dans la stabilité du génome. Du fait que le 

génome de la cellule est soumis à une grande quantité de lésions chaque jour, les 

mécanismes de réparation de l'ADN (Acide désoxyribonucléique) sont indispensables pour 

garantir l'intégrité de ce dernier. Les gènes de stabilité ont comme objectif de maintenir les 

altérations génétiques à un niveau minime. Les altérations dans cette catégorie promeuvent 

donc la tumorigenèse d'une façon totalement différente comparée aux oncogènes et gènes 

suppresseurs de tumeur en favorisant la survenue d'altérations dans ces derniers 2. 

2.2 Les caractéristiques des cellules cancéreuses 

Comme indiqué précédemment, le développement cancéreux est un processus multi-

étapes. Pour ce faire, la cellule doit acquérir huit capacités essentielles pour à la fois devenir 

tumorale puis passer à un état cancéreux. Il s'agit de (1) l’autosuffisance envers les signaux 

de croissance, (2) l‘insensibilité aux inhibiteurs de croissance, (3) la capacité à échapper à 

l’apoptose, (4) la capacité à se répliquer à l'infini, (5) la dérégulation énergétique de la 

cellule, (6) l’induction d’angiogenèse, (7) l’invasion tissulaire et métastatique et (8) 

l'échappement au système immunitaire 4 (figure 1.2). 

En effet, contrairement aux cellules normales, les cellules tumorales prolifèrent sans 

régulation. Cette régulation est à la fois liée aux facteurs de croissance qui stimulent la 

prolifération, mais également aux inhibiteurs de croissance qui la limite. En temps normal, 

les cellules sont dépendantes des facteurs de croissance pour pouvoir se diviser. 

Cependant, les cellules tumorales réussissent à s'affranchir de cette dépendance par 

différents mécanismes comme en surexprimant le récepteur aux facteurs de croissance, en 

activant de façon constitutive le récepteur ou une protéine associée à la voie de ce dernier, 

en favorisant la sécrétion de facteurs de croissance par le microenvironnement ou en 

produisant elle-même leur facteur de croissance (voie autocrine) 4. 

En plus de cette l’autosuffisance envers les signaux de croissance, les cellules tumorales 

sont insensibilisées aux signaux inhibiteurs de croissance provenant du contact cellule-

cellule qui permet de maintenir l'organisation architecturale du tissu et le nombre de cellule, 
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mais également aux dommages à l'ADN. Par exemple la protéine p53 a été montrée pour 

bloquer la progression du cycle cellulaire pour permettre la réparation des dommages à 

l'ADN, ou d'induire l'apoptose si ces derniers sont trop importants 5. 

Figure 1.2 : Les capacités distinctives des cancers. 

Parmi ces 10 capacités, 8 sont des capacités distinctives et sont : l’autosuffisance envers les signaux 
de croissance, l‘insensibilité aux inhibiteurs de croissance, la capacité à échapper à l’apoptose, la 
capacité à se répliquer à l'infini, la dérégulation énergétique de la cellule, l’induction de l’angiogenèse, 
l’invasion tissulaire et métastatique et l'échappement au système immunitaire. Ces caractéristiques 
sont essentielles pour que la cellule devienne cancéreuse. Deux autres caractéristiques sont 
qualifiées de facilitatrice et sont l’instabilité du génome et l’inflammation qui favorisent la survenue et 
l’acquisition des 8 capacités distinctives. Illustration adaptée de Hanahan & Weinberg, 2011. 

L'apoptose est un mécanisme de protection de l'organisme provoquant la mort cellulaire 

programmée de la cellule. Elle fait intervenir des protéines pro et anti apoptotiques et cette 

balance détermine si la cellule entre ou non en apoptose 6. Les cellules tumorales ont 

développé des mécanismes de résistance à l'apoptose. En effet, dans 50% des cancers, il 

a été montré une perte d'expression du gène P53, une protéine centrale à ce processus 7. 

Cette protéine régule ce mécanisme à travers son activité transcriptionnelle en contrôlant 

l’expression de gènes pro- et anti-apoptotiques, mais également en interagissant 

directement avec des protéines pro- et anti-apoptotiques 8,9. De ce fait, il a été montré que 

certaines tumeurs surexpriment des protéines anti-apoptotiques leur conférant ainsi une 
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résistance accrue à ce mécanisme, ce qui est associé à un faible pronostique 10. Pour que 

les cellules tumorales puissent continuer à se développer, il est donc évident qu'elles doivent 

échapper à ce suicide 11. 

Ce développement accru impose également à la cellule tumorale de développer une 

capacité de réplication illimitée. En effet, le potentiel de réplication des cellules saines est 

limité par la longueur des télomères qui protègent les extrémités des chromosomes de la 

dégradation, de la fusion et de la reconnaissance par la machinerie de réparation de l'ADN. 

Sans télomère, la cellule reconnaîtrait l’extrémité des chromosomes comme une cassure 

double brin. Cependant, à chaque division cellulaire, les télomères se raccourcissent un peu 

plus du fait de l’incapacité à répliquer ces séquences sans l’aide de la télomérase, l’enzyme 

permettant de les allonger. La télomérase n'est pas active dans la plupart des cellules 

somatiques humaines. Lorsque ce raccourcissement est trop important, cela conduit la 

cellule vers l'apoptose ou vers un état stable non prolifératif, la sénescence 12. Ainsi, les 

cellules cancéreuses se doivent de maintenir une longueur de télomère suffisante. 

L’activation de la télomérase est souvent liée à des mutations dans le promoteur du gène 

TERT (telomerase reverse transcriptase), gène codant pour la sous-unité catalytique de la 

télomérase 13,14. Cependant, la perte de l’activité de la télomérase est également une source 

d’instabilité du génome, ce qui facilite la progression cancéreuse et le désordre génétique 

typique du cancer 15,16. Ainsi, la régulation différentielle des télomères a deux effets opposés. 

Elle contrôle à la fois l’instabilité génétique nécessaire au développement cancéreux, mais 

également l’immortalisation. 

Les cellules tumorales modifient également leur métabolisme, préférant la glycolyse au 

cycle de Krebs, bien que cette dernière fournit moins d'énergie par unité de glucose 17. La 

cellule tumorale en tire bénéfice en redistribuant les produits glycolytiques dans les 

différentes voies de biosynthèse pour acides nucléiques, pour acides aminés favorisant 

ainsi la biosynthèse des macromolécules et organites nécessaires à l'assemblage de 

nouvelles cellules 17,18. 

Ce choix métabolique est aussi accentué par le fait qu'au sein d'une tumeur, il existe une 

hypoxie diminuant par le fait même la capacité à utiliser le cycle de Krebs. Cette hypoxie 

joue un rôle important dans le développement métastatique puisqu'elle permet l'expression 

des facteurs de transcription HIF-1 (hypoxia-inducible factor 1) et HIF-2 (hypoxia-inducible 

factor 2) 19,20. Ces derniers sont connus pour augmenter l'expression du transporteur du 
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glucose favorisant la glycolyse, mais également des facteurs pro-angiogénique permettant 

la vascularisation de la tumeur comme le VEGF (Vascular endothelial growth factor) 21. Ces 

vaisseaux sanguins créés sous une stimulation constante de ces facteurs angiogéniques 

présentent un agencement anarchique associé avec une perméabilité accrue. En effet, ils 

présentent des défauts morphologiques importants comme une ramification excessive, des 

déformations et un diamètre irrégulier aboutissant à une circulation sanguine erratique et 

des microhémorragies 22,23. Cela conduit donc à la fois à irriguer la tumeur, mais également 

à faciliter le développement métastatique par le passage des cellules cancéreuses dans la 

circulation sanguine. 

La migration des cellules cancéreuses est une étape clef dans le développement 

métastatique. Ce développement fait intervenir plusieurs étapes qui seront discutées dans 

la section suivante (le processus métastatique), dont celle d'échapper à la surveillance 

immunitaire. En effet, le système immunitaire inné et adaptatif joue un rôle important dans 

l'élimination des cellules cancéreuses, comme le montre la tendance accrue des personnes 

immunodéprimées à développer un cancer 24,25. La cellule cancéreuse a développé 

différentes stratégies pour contrer cette protection comme, son association avec des 

plaquettes qui prévient la reconnaissance des cellules tumorales et leurs destructions par 

les cellules NK (natural killer) 26,27. 

Ainsi, le développement cancéreux repose sur une séquence d'évènement où chaque 

caractéristique à acquérir représente un obstacle et où seul un petit nombre de cellules 

réussissent à y parvenir. Il s'agit d'un processus heureusement inefficace, mais qui, en 

contrepartie, aboutit à un avantage sélectif par rapport aux autres cellules. 

L'acquisition de ces 8 caractéristiques est facilitée par l'instabilité du génome et 

l'inflammation 4. Bien qu'il ne s'agit pas de la cause première du cancer, elles contribuent 

fortement à son développement. Par exemple, l'inflammation joue un rôle central dans le 

développement cancéreux puisque le microenvironnement créé fournit aux cellules 

tumorales des molécules et des facteurs de croissance qui soutiennent la prolifération 

cellulaire, des facteurs de survie qui augmentent la résistance à l'apoptose, des facteurs 

pro-angiogéniques et de remodelage de la matrice extracellulaire qui favorisent le 

développement de la vascularisation et de la migration cellulaire 28. De plus, les cellules 

immunitaires qui infiltrent la tumeur peuvent libérer des substances chimiques, notamment 

des espèces réactives de l'oxygène, qui sont activement mutagènes et qui, associées à 
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l'instabilité du génome, permettent aux cellules cancéreuses avoisinantes d'accélérer leur 

évolution génétique vers des états de malignité accrus 28. Alors il est possible de considérer 

que l'instabilité du génome et l'inflammation sont facilitants pour le processus d'acquisition 

des caractéristiques des cellules cancéreuses 4. 

2.3 Le processus métastatique 

2.3.1 Les étapes métastatiques 

La dissémination des cellules tumorales de la tumeur primaire amenant le développement 

de tumeurs secondaires est connue sous le nom de cascade métastatique. Ce 

développement métastatique comporte 5 grandes étapes qui sont : l'invasion locale, 

l'intravasation, la survie dans la circulation, l'extravasation et la colonisation (figure 1.3). 

Figure 1.3 : Dissémination métastatique des cellules cancéreuses. 

Une petite proportion des cellules cancéreuses de la tumeur primaire acquiert des capacités 
invasives et de migration liées à l’EMT (transition épithéliale mésenchymateuse). Les cellules 
cancéreuses entrent dans la circulation sanguine par un processus appelé intravasation. Par la suite, 
pour se disséminer, elles utilisent la circulation sanguine. À un organe distant, soit elles adhérèrent 
aux parois d’un vaisseau sanguin, soit elles s’arrêtent par le diamètre d’un vaisseau trop étroit. Les 
cellules cancéreuses quittent alors la circulation dans un processus appelé extravasation et 
colonisent le nouvel organe. Elles peuvent alors entrer en dormance ou proliférer au sein de ce 
nouveau microenvironnement formant ainsi des métastases. Cependant, à la suite de l’extravasation, 
la plupart s’entre elles subiront la mort cellulaire. Certaines cellules tumorales peuvent également 
former des métastases intravasculaires. MET : transition mésenchymateuse-épithéliale, AMT : 
transition amiboïde mésenchymateuse, MAT : transition mésenchymateuse amiboïde. Illustration par 
Jonathan Bergeman. 
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2.3.1.2 Invasion locale 

L'invasion locale est la première étape de ce développement et elle inclut un processus 

central appelé transition épithéliale mésenchymateuse (EMT). Cette transition est utilisée 

dans le développement embryonnaire, mais également dans le processus de guérison de 

plaie 29. Les cellules cancéreuses détournent ce programme, leur conférant de multiples 

caractères malins associés à la perte des propriétés épithéliales et à l'acquisition de 

caractéristiques mésenchymateuses. En effet, lors de cette transition, les cellules 

cancéreuses épithéliales perdent leur polarité apical/basal, et leur jonction cellulaire, 

réorganisent leur cytosquelette d'actine et s'étalent 29. L'état mésenchymateux est associé 

à une augmentation de la motilité, de l'invasion et de la capacité à dégrader des 

composantes de la matrice extra cellulaire 30. De plus, dans les dernières années, l'EMT a 

été montré pour participer à la chimiorésistance et à la radiorésistance des cellules 

cancéreuses 31,32. 

Ces deux études ont également mis à mal le dogme de l'importance de l'EMT dans la 

progression tumorale. En effet, elles montrent que la majorité des cellules qui forment les 

métastases n'ont pas transitées vers l'état mésenchymateux, mais sont restées à l'état 

épithélial. Cependant, ces études ne peuvent pas encore exclure l'EMT comme un moteur 

de la progression métastatique. En effet, elles ne révèlent pas la coopération que pourrait 

avoir les cellules ayant subies l'EMT avec celles étant encore épithéliales. L'EMT pourrait 

faciliter l'invasion des cellules restées au phénotype épithélial. De plus, ces études ne 

s'intéressent qu'aux cellules ayant subi l'EMT de façon totale et ne mettent pas en évidence 

les cellules ayant un phénotype hybride. Enfin, ces études confirment que les cellules 

cancéreuses circulantes sont principalement sous forme mésenchymateuse confirmant, par 

le fait même, que cette transition leur apporte un avantage migratoire par rapport aux 

cellules épithéliales.  

Bien que l'EMT pourrait être décrite comme un programme binaire où les cellules sont soit 

épithéliales soit mésenchymateuses, la réalité est tout autre. Il est admis que les cellules 

cancéreuses qui subissent l'EMT gagnent des caractéristiques mésenchymateuses tout en 

conservant certains traits épithéliaux aboutissant à des cellules hybrides au phénotype 

épithélial/mésenchymateux. Cette reprogrammation cellulaire est coordonnée et orchestrée 

par de multiples familles de facteurs de transcription associées à l'EMT dont les principaux 

acteurs sont Snail, Slug, Twist et Zeb 30,33. L'activation des facteurs de transcription Snail, 

Slug, Zeb est médiée par le TGF-β (Transforming Growth Factor beta) qui est l'inducteur 
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principal de l'EMT. L'ensemble des facteurs de transcription contrôlant l'EMT fera en sorte 

de diminuer l'expression des marqueurs épithéliaux tels que E-cadhérine, claudine, ZO1 

(Zona occludens-1) et Crumbs nécessaires à la formation des jonctions cellules/cellules et 

permettra l'expression des marqueurs mésenchymateux comme N-cadhérine, vimentine, 

fibronectine, collagène et MMPs (matrix metalloproteinase) 30. Ainsi, l'EMT permet aux 

cellules cancéreuses de se détacher des cellules avoisinantes, pour migrer et envahir le 

tissu voisin afin de rejoindre la circulation sanguine et lymphatique. 

2.3.1.3 Intravasation et survie dans la circulation 

L'intravasation correspond au passage de la cellule cancéreuse dans la circulation sanguine 

ou lymphatique, on parle alors de cellules tumorales circulantes (CTCs). Les cellules 

tumorales circulantes représentent le lien entre la tumeur primaire et la tumeur secondaire. 

Leur étude est en plein essor, car le nombre de CTCs à une valeur pronostique 34,35. De 

plus, leur circulation vers les ganglions lymphatiques drainants représente un paramètre 

clinique important qui est incorporé dans la stadification histopathologique de la maladie. 

Ces CTCs quittent la tumeur primaire seule ou de façon collective leur permettant de se 

déplacer vers des sites éloignés où elles peuvent former de nouvelles colonies 

métastatiques. Il a été montré, de façon expérimentale, que les cellules cancéreuses qui 

circulent de façon collective sont plus efficaces pour former des métastases que des cellules 

tumorales circulantes individuelles 36. Cette différence pourrait s'expliquer par le fait que ces 

groupes cellulaires résisteraient mieux à l'anoïkis (apoptose liée au détachement d'une 

cellule de la matrice extracellulaire), aux forces de cisaillement dues à la forte pression du 

flux sanguin, aux attaques du système immunitaire, mais également à des avantages 

encore mal compris dans la prolifération à la suite de l'extravasation 37. 

2.3.1.4 Extravasation et colonisation 

Pour former des tumeurs secondaires, les cellules cancéreuses circulantes doivent 

s'extraire de la circulation et envahir l'organe distant. Elles s'arrêtent donc au niveau des 

parois des vaisseaux sanguins en restant bloquées dans les capillaires dont le diamètre est 

trop étroit ou en interagissant avec les cellules endothéliales 38. Cette interaction est médiée 

par l'expression des sélectines endothéliales qui interagissent avec des ligands exprimés 

par les cellules cancéreuses, de la même façon que pour les cellules leucocytaire 39,40. Dû 

à cette faible interaction, les cellules cancéreuses circulantes sont poussées par le flux 

sanguin et roulent à la surface de l'endothélium puis s'arrête. Ensuite, elles peuvent soit 
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rester au niveau de l'endothélium, elles formeront des métastases dans les vaisseaux, qui 

sont appelés métastases intravasculaires 41, ou elles traverseront l'endothélium en 

effectuant une migration transendothéliale. Cette migration peut s'effectuer de deux façons 

différentes, soit en migrant entre les jonctions des cellules endothéliales (migration 

paracellulaire), soit en migrant à travers le corps cellulaire des cellules endothéliales 

(migration transcellulaire) 38,42. Au cours de leur transport par la circulation sanguine, les 

CTCs peuvent s'associer à différents constituants sanguins. Par exemple, les plaquettes et 

les neutrophiles facilitent leur transport en évitant la réponse immune, mais également en 

facilitant leur adhésion aux cellules endothélialees et leur migration transendothéliale. En 

effet, les cellules tumorales circulantes et leurs partenaires peuvent produire plusieurs 

facteurs facilitant la migration transendothéliale afin de perturber l'intégrité vasculaire 

comme le VEGF, les MMPs, le TGF-β, mais également la sécrétion d'ATP (adénosine 

triphosphate) par les plaquettes activées qui favorisent la perméabilité vasculaire 37,38.  

Après la migration transendothéliale, les cellules cancéreuses colonisent le nouvel organe. 

Il s'agit de la phase finale et de la plus mortelle de la cascade métastatique. Cependant, la 

colonisation représente un obstacle important que les cellules cancéreuses doivent franchir. 

En effet, il est estimé qu'après injection intraveineuse de cellules tumorales, 83% de ces 

dernières arrivent à effectuer la migration transendothéliale, mais que seul 0.02% de celles-

ci arriveront à former des métastases 43. Ces données suggèrent donc que la grande 

majorité des cellules cancéreuses semblent mal préparées pour la croissance dans un 

microenvironnement éloigné de l'organe primaire. Ce nouveau microenvironnement 

tissulaire est effectivement dépourvu des mêmes cellules stromales, facteurs de croissance 

et constituants de la matrice extracellulaire qui soutenaient la croissance tumorale du site 

primaire. Alors, les cellules cancéreuses peuvent emprunter plusieurs voies après 

l'extravasation 38. Elles peuvent être éliminées ou mourir si elles n'arrivent pas à s'adapter 

à leur nouveau microenvironnement, proliférer si les conditions qu'elles rencontrent dans 

l'organe éloigné leurs sont favorables ou rentrer dans un état de quiescence le temps que 

des conditions favorables apparaissent. Cet état de dormance peut persister pendant des 

semaines, des mois, voire des années sous la forme de cellules tumorales disséminées ou 

sous la forme de petites grappes micrométastatiques. Par conséquent, leur incapacité à 

poursuivre la prolifération de même que leur entrée dans un état d'arrêt de croissance 

prolongé reflète l'incapacité des cellules cancéreuses à s'adapter et à coloniser un tissu 

donné. 
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Comme indiqué précédemment, la reprogrammation cellulaire par l'EMT est une étape clef 

permettant la dissémination métastatique. Cependant, les métastases formées présentent 

des caractéristiques épithéliales importantes et récapitulent les traits de leurs tumeurs 

primaires 37. Afin de réconcilier ce paradoxe où l'EMT confère des caractéristiques 

mésenchymateuses aux cellules métastatiques et que les métastases formées présentent 

des caractéristiques épithéliales, il a été montré que les métastases subissent, à un moment 

donné après leur dissémination, la transition inverse à l'EMT, c'est-à-dire la transition 

mésenchymateuse épithéliale (MET) 44,45. 

2.3.2 Modèle de la progression métastatique et hypothèse de dissémination  

Il existe actuellement deux modèles de progression métastatique, le modèle de progression 

linéaire et le modèle de progression parallèle 46. 

Dans le modèle de progression linéaire, les métastases apparaissent dans les derniers 

stades de la tumorigénèse. Ce développement tardif ferait en sorte que les divergences 

génétiques entre les tumeurs secondaires et la tumeur primaire sont faibles, bien 

qu'existante du fait de l'évolution des deux populations. Ce modèle est en accord avec le 

développement de la cellule tumorale qui est un processus long où cette dernière doit 

acquérir un grand nombre de caractéristiques pour être capable de se développer et se 

disséminer 47. Cette vision est également en accord avec le fait que l’exérèse, dans les 

premières étapes du développement tumoral est suffisant pour guérir le patient en 

empêchant le développement métastatique. D'ailleurs, plusieurs études montrent que les 

ancêtres des clones métastatiques sont identifiés dans la tumeur primaire 48. 

Cependant, ce modèle ne semble pas s'appliquer à tous les cancers. C'est pourquoi le 

modèle de la progression parallèle a été proposé. Il postule que plusieurs vagues de 

métastases existent et qu'elles sont un événement précoce durant la tumorigénèse et ce 

bien avant que la tumeur primaire soit détectable cliniquement. Cela aboutit à ce que la 

tumeur primaire et les colonies disséminées évoluent indépendamment dans des sites 

éloignés les uns des autres. Il en résulte donc une grande divergence génétique entre la 

tumeur primaire et la tumeur secondaire 46. 

Deux grandes hypothèses existent pour répondre à la question de la dissémination 

particulière des métastases. Ces deux hypothèses ne sont pas exclusives, mais peuvent 

être, bien au contraire, complémentaires. 
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La première est de l'ordre mécanique. En effet, elle se base sur l'anatomie de la circulation 

sanguine du corps. En fonction de leur point de départ, les cellules tumorales circulantes 

migreront en suivant la circulation et passeront obligatoirement par certains organes 

favorisant, par le fait même, leur colonisation. Ainsi, les métastases du cancer colorectal 

prendront leur point de départ dans la circulation drainant l'intestin et rejoindront la veine 

porte qui irrigue directement le foie. Même si les cellules cancéreuses colorectales n'étaient 

que faiblement adaptées au microenvironnement du foie, leur simple nombre peut à lui seul 

expliquer la survenue des métastases dans cet organe secondaire 49. 

Cependant, cette hypothèse d'ordre mécanique n'explique pas l'ensemble du 

développement métastatique. C'est pourquoi la théorie de "la graine et le sol" ("seed and 

soil") de Stephen Paget est toujours d'actualité 50,51. Elle postule que l’origine des cellules 

cancéreuses circulantes (la graine), dictera le lieu de colonisation dans un 

microenvironnement donné (le sol). Ainsi, cette théorie explique par exemple pourquoi le 

cancer du sein et de la prostate métastasent préférentiellement au niveau des os. En effet, 

pour qu'il y ait développement tumoral, il faut remplir deux conditions : posséder une 

capacité d'initiation tumorale et métastatique ainsi que concevoir une adaptation qui 

permette aux cellules cancéreuses de prospérer dans un environnement autre. Cela 

suggère donc une capacité préexistante à s'adapter à certains microenvironnements alors 

que pour d’autres microenvironnements cela nécessiterait une adaptation plus importante. 

À partir de la tumeur primaire du patient, anticiper la dissémination des cellules tumorales 

circulantes permettra d’améliorer la prise en charge des patients en adaptant le suivi et le 

contrôler de l’évolution du cancer. Puisque le développement métastatique est le plus 

préjudiciable pour la survie du patient, comprendre les mécanismes de dissémination, dont 

l’adhésion et la migration cellulaire, est un élément essentiel pour anticiper cette 

dissémination.  
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3 Le cytosquelette 

Lors de l’adhésion et de la migration cellulaire, les principaux éléments qui participent aux 

changements morphologiques et à la déformation cellulaire que ces mécanismes imposent 

sont principalement liés aux composants du cytosquelette et aux protéines qui leur sont 

associés. Le cytosquelette est composé de trois grands types de molécules : les filaments 

intermédiaires, les microtubules et les filaments d’actine. Ensemble, ces molécules 

participent à l’organisation et au soutien cellulaire et participent aux mouvements cellulaires. 

3.1 Les filaments intermédiaires 

Les filaments intermédiaires forment une famille de protéines plus hétérogène que les 

microtubules et les filaments d’actines. Les principaux filaments intermédiaires sont la 

vimentine présente uniquement dans les fibroblastes, les lamines nucléaire et les kératines 

52. Ils constituent un réseau dense au niveau du cytoplasme et jouent un rôle important dans 

le soutien et l’ancrage des organites dans le cytoplasme 53. De plus, ces filaments participent 

à la forme de la cellule, à la cohésion des tissus par leur rôle dans la formation des 

desmosomes et des hémidesmosomes, mais également à la migration cellulaire 53. Par 

exemple, la vimentine, est recrutée aux points focaux ce qui permet d’augmenter leur force 

d’adhésion, mais également participe au contrôle de la formation des lamellipodes 54,55. 

3.2 Les microtubules 

Ces structures ressemblent à un cylindre creux dont les parois sont composées 

généralement de treize protofilaments qui sont eux-mêmes formés de dimères de tubuline 

constitués de sous-unités α et β. L’assemblage des treize protofilaments est contrôlé par le 

γ-TuRC (γ-tubulin ring complex) composé entre autres de γ-tubuline qui sert de gabarit au 

microtubule en construction. La sous-unité α du dimère lie alors la γ-tubuline. Par la suite, 

la sous-unité α du dimère s’associe à la sous-unité β du dimère précédent faisant en sorte 

d’établir une polarité au niveau de ce cylindre. L’extrémité notée (-) est constituée 

uniquement de sous-unités α alors que l’extrémité notée (+) est constituée exclusivement 

de sous-unités β. Chacune de ces sous-unités peuvent se lier au GTP (guanine 

triphosphate), mais seule la sous-unité β est capable de l’hydrolyser en GDP (guanine 

diphosphate). Cette hydrolyse provoque un changement de conformation des sous-unités 

et induit la dépolymérisation du filament 56. 
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Parmi les protéines interagissant avec les microtubules, certaines sont capables de se fixer 

et de se déplacer le long de cette structure telles que les kinésines (déplacement du – vers 

le +) et les dynéines (déplacement du + vers le -). Pour ce faire, elles convertissent l’énergie 

chimique liée à l’hydrolyse de l’ATP en énergie mécanique qui permet leur mouvement le 

long de cette structure. Ces protéines motrices permettent, par exemple, le déplacement 

d’organites cellulaires, de vésicules intracellulaires, de complexes ribonucléoprotéiques 56 

(figure 1.4). 

Figure 1.4 : Représentation d’un microtubule et des protéines moteurs qui lui sont 
associées 

Un microtubule est composé d’environ 13 protofilaments polarisés et constitué d’une association de 
dimères d’α et de β-tubuline. L’association des protofilaments est effectuée par le complexe γ-TuRC. 
La kinésine et la dynéine sont des protéines motrices qui permettent le transport d’organites, de 
vésicules et de complexes ribonucleoprotéiques le long du microtubule. Chacune d’elles se déplace 
dans un sens bien spécifique, la kinésine va vers l’extrémité positive tandis que la dynéine va vers 
l’extrémité négative. Illustration par Jonathan Bergeman. 

Les microtubules participent à de nombreuses fonctions dans la cellule dont celles de la 

division, l’adhésion et à la migration cellulaire. En ce qui concerne la migration, par exemple 

elles promeuvent l’activation de Rac au niveau du front de migration permettant la formation 
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de nouveaux points focaux d’adhésion 57. Elle participe au transport des intégrines au niveau 

du front de migration et à la polarité cellulaire 58. 

3.3 Le cytosquelette d’actine 

Au sein d'une cellule, les filaments d'actine peuvent s'organiser de différentes façons afin 

de donner plusieurs structures distinctes. Cela aura pour conséquence de moduler la 

morphologie et l'organisation interne de la cellule. Le monomère d'actine est une protéine 

globulaire (appelée actine-G) de 44 kDa qui est capable de s'auto-assembler en double 

filament d'actine hélicoïdale (appelé actine-F). L'actine-G existe sous deux formes, l'une 

associée à l'ADP et l'autre à l'ATP. Le filament d'actine possède également une extrémité 

barbée et l'autre pointue. Les constantes d'association et de dissociation de l'actine-G au 

filament est différente pour chaque extrémité favorisant ainsi la polymérisation de l'actine-G 

lié à l'ATP à l'extrémité barbée et la dépolymérisation de l'actine-G lié à l'ADP à l'extrémité 

pointue. Cette vitesse de polymérisation est liée à la concentration des monomère d’actine 

G présente. Ainsi, plus la concentration est élevée et plus la polymérisation est efficace. 

Cette différence de polymérisation aux deux extrémités explique le phénomène de tapis 

roulant appelé "treadmilling" des unités d'actine au sein du filament. Après polymérisation 

de l'actine-G ATP, il y a une hydrolyse rapide de l'ATP au profit de l’actine-G ADP 59 (figure 

1.5). Cette dernière joue un rôle important dans la régulation des filaments d'actine 

puisqu'elle permet de modifier l'affinité pour les protéines associées à l'actine décrites dans 

la section 2.2.1. 

Figure 1.5 : La dynamique du filament d’actine 

L’association de l’actine G-ATP est favorisée à l’extrémité barbée tandis que la dissociation de l’actine 
G-ADP s’effectue principalement à l’extrémité pointue. Cela crée un effet de tapis roulant faisant en 
sorte que les unités d’actine se déplacent au sein du filament vers l’extrémité pointue (flèche verte). 
Illustration par Jonathan Bergeman.  



 

17 
 

3.3.1 Les filaments d'actine 

Quatre structures d'actine filamentaire différentes ont été identifiées, soient les faisceaux 

parallèles, les faisceaux contractiles et le réseau ramifié réticulé et branché 59 (figure 1.6). 

(1) Les faisceaux parallèles sont retrouvés dans les microvillosités et les filopodes. Les 

filaments qui les composent sont orientés selon la même polarité et les protéines de 

fimbrine permettent de maintenir la cohésion entre les filaments. 

(2) Les faisceaux contractiles sont retrouvés entre autres au niveau des fibres de stress. 

Ils sont constitués de filaments orientés de façon antiparallèle les uns par rapport 

aux autres. L’α-actinine qui s’associe en dimère anti-parallèle permet de maintenir 

l’espacement nécessaire entre les filaments où se logent les protéines myosines II, 

ce qui permet la contraction des faisceaux qui peuvent alors glisser, générant une 

force de tension. 

(3) Le réseau ramifié réticulé est retrouvé au niveau sous membranaire (actine corticale) 

ou au niveau des lamellipodes. Il est constitué d'un réseau dense de filaments 

d'actine ayant des interactions orthogonales. Les protéines de la famille des 

filamines qui sont flexibles et extensibles participent au maintien de cette 

organisation. 

(4) Le réseau ramifié branché est localisé au niveau des lamellipodes. Il est constitué 

de filaments d’actine qui sont initiés par la polymérisation de l’actine médiée par le 

complexe Arp2/3 (actin-related protein 2 and 3). Ce réseau permet la génération de 

forces pour le mouvement cellulaire lors du processus de migration. 
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Figure 1.6 : Représentation schématique de la cellule avec les différentes 
architectures d’actine. 

Les faisceaux parallèles, contractiles et ramifiés (réticulés ou branchés) sont représentés avec 
l’organisation et la polarité des filaments d’actine qui les composent. Leur distribution, au niveau de 
la cellule, est également représentée. Le faisceau parallèle est constitué de filaments d’actine 
orientés dans le même sens et pontés par la fimbrine ou la fascine. Pour les faisceaux contractiles, 
les filaments d’actine sont orientés en sens inverse et l’α-actinine maintient l’espacement nécessaire 
entre les filaments. Cet espacement permet l’insertion de la myosine II qui générera la force motrice 
pour faire glisser les filaments les uns par rapport aux autres. Le réseau ramifié réticulé est composé 
de filaments d’actine croisés et maintenus en angle par la filamine qui permet de stabiliser cette 
structure. Le réseau ramifié branché dépend de l’activation du complexe Arp2/3 pour sa formation 
qui, à partir d’un filament existant, en crée un nouveau. Illustration par Jonathan Bergeman. 

Afin de pouvoir être organisés de cette façon, les filaments d'actine ont besoin de facteurs 

extrinsèques appelés protéines associées à l'actine (ABP : actin binding protein). Ils sont 

classés en deux catégories 60, ceux qui régulent l'organisation des filaments (par exemple : 

fimbrine, l'α-actinine, filamine, e) et ceux qui régulent la dynamique des filaments d'actine 

(par exemple : Arp2/3, mDia (mammalian Diaphanous), cofiline). 
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3.3.2 Régulation de la dynamique du cytosquelette d'actine 

3.3.2.1 Régulation des protéines associées à l'actine 

Les protéines associées à l'actine régulent l'assemblage, le désassemblage et la stabilité 

de l'actine-F. L'assemblage d'un nouveau filament d'actine fait suite à la succession de deux 

processus que sont la nucléation et la polymérisation. La nucléation, qui est le processus 

initiateur de la formation d'un filament d'actine, correspond à l'association de 3 monomères 

d'actine-G pour former le "noyau". À partir de ce dernier, il y aura polymérisation de 

nouveaux monomères d'actine-G afin de former le filament d'actine.  

Parmi ces protéines d'assemblage, le complexe Arp2/3 favorise la formation d'un nouveau 

filament à partir d'un filament pré-existant en formant un branchement avec un angle 

d’environ 70° 61. Ce complexe, composé de 7 sous-unités protéiques, se localise au niveau 

des lamellipodes et permet l'établissement d'un réseau ramifié branché. Cela génère un 

grand nombre d'extrémités barbées au niveau de la membrane plasmique, ce qui exerce 

une force mécanique permettant son expansion sous l'élongation des filaments 62. La classe 

des formines est également impliquée dans la nucléation des filaments d'actine telles que 

les protéines mDia (mDia1, 2 et 3) qui sont les mieux caractérisées. Les formines sont une 

classe de protéines permettant la polymérisation de l'actine en absence de filament 

préexistant ce qui permet de générer un filament de novo 63. Il faut noter que la dynamique 

de l'actine-F dépend du réservoir d'actine-G disponible. Maintenir l'activité de nucléation ou 

de polymérisation n'est pas possible sur une longue période sans avoir à régénérer le 

réservoir d'actine-G. Ce dernier est contrôlé par de nombreuses protéines telles que la 

profiline et l'ADF/cofiline (Actin depolymerizing factor). La profiline se fixe préférentiellement 

à l'actine-G-ADP et permet d'échanger ce nucléotide au profit de celui de l'ATP favorisant 

la nucléation de l'actine-G-ATP à l'extrémité barbée afin d'allonger les filaments d'actine. 

Bien que liée à l'actine-G-ATP, la profiline est incapable d'initier la nucléation de l'actine 64. 

Parmi les protéines permettant d'accélérer le processus de dépolymérisation afin de 

régénérer le réservoir d’actine-G, la famille ADF/cofiline a un rôle central dans ce processus 

65. Elle se lie préférentiellement à l'actine-F riche en ADP 66 et permet la coupure de ce 

dernier générant, à partir d'un filament d'actine, une seconde extrémité pointue à partir 

duquel l'actine peut se dissocier 67. De plus, il a été montré que d'autres facteurs modulent 

l'activité de la cofiline afin de favoriser ou d'inhiber la dépolymérisation de l'actine-F. Par 

exemple, la tropomyosine se fixe sur 7 sous-unités d’actine, ce qui inhibe la fixation de 

l’ADF/cofiline et protège le filament d’actine de la fragmentation 68. Par contre, Aip1 est une 
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protéine de coiffe qui se fixe exclusivement sur l’extrémité barbée des fragments ce qui 

aboutit à leur dépolymérisation totale 69. 

D'ailleurs, la stabilisation des filaments d'actine aux extrémités peut être assurée par les 

protéines de coiffe. Elles empêchent tant la polymérisation à l'extrémité barbée que la 

dépolymérisation à l'extrémité pointue. Ainsi, par la présence des protéines de coiffe, la 

cellule est capable de réguler l'extension et la dépolymérisation de ses fibres d'actine, mais 

également le réservoir d'actine-G en favorisant l'activité soit à l'extrémité barbée soit à 

l'extrémité pointue 64 (figure 1.7). 

Figure 1.7 : Régulation de la dynamique de l’actine par les protéines associées à 
l’actine. 

La ADF/cofiline permet la coupure du filament d’actine après sa liaison à ce dernier. Cette liaison 
peut être inhibée par la tropomyosine qui permet de protéger le filament de l’action de la cofiline. Cela 
favorise la dépolymérisation du filament permettant de régénérer de l’actine-G. La profiline se fixe à 
l’actine-G ADP et permet de faciliter l’échange du nucléotide ADP au profit de l’ATP. Ainsi, l’actine-
G ATP peut de se polymériser de nouveau à l’extrémité barbée d’un filament non coiffé. Cette 
extrémité barbée peut provenir d’un nouveau filament généré par la protéine Arp2/3 qui permet de 
créer un nouveau filament à partir d’un existant avec un angle de 70°. Illustration par Jonathan 
Bergeman. 

3.3.2.2 Régulation par les Rho GTPases 

Bien que les protéines associées à l'actine contrôlent la dynamique du cytosquelette, elles 

sont elles-mêmes contrôlées par les GTPases de la famille de Rho qui comporte une 

vingtaine de membres et dont les mieux caractérisés sont Rac1 (Ras-related C3 botulinum 

toxin substrate 1), RhoA (Ras homolog gene family member A) et Cdc42 (Cell division 

control protein 42 homolog) et dont leur rôle seront discutés dans la section de la migration 
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cellulaire 70. Bien qu'aujourd'hui ces GTPases sont connues pour jouer différentes fonctions 

tant au niveau de la migration cellulaire, du cycle cellulaire, de la survie cellulaire et de la 

transcription des gènes, initialement, elles ont été identifiées comme des protéines régulant 

le cytosquelette d'actine 71,72. 

Les GTPases existent sous deux formes : la forme active liée au GTP et la forme inactive 

liée au GDP. Le passage d'un état à l'autre est contrôlé par deux classes de protéines, les 

GEFs (guanine nucleotide exchange factors) et les GAPs (GTPases activating proteins). Il 

y a actuellement environ 70 GEFs et autant de GAPs identifiées. Cela implique, au vu de 

leur nombre, qu'une même Rho GTPase peut être régulée par plusieurs GEFs et GAPs. Par 

ailleurs, il est possible qu'une même GEFs ou GAPs soit capable de réguler plusieurs Rho 

GTPases différentes 70. Les GEFs favorisent l'échange de la molécule GDP par une 

molécule de GTP activant, par le fait même, la Rho GTPase. Comme cette dernière possède 

une faible activité enzymatique d’hydrolyse du GTP, les GAPs accélèrent cette hydrolyse 

du GTP lié à la Rho GTPase ramenant la protéine à l’état inactif. De plus, pour assurer leur 

fonction biologique, la plupart des Rho GTPases doivent se localiser à la membrane 

plasmique ou aux endomembranes (figure 1.8) 

Une troisième classe de protéine, les GDIs (Guanine nucleotide dissociation inhibitor), 

régule les Rho GTPases. Ils permettent leur dissociation à la membrane, ce qui les 

séquestre au niveau du cytoplasme inhibant leur activité 73. 

Figure 1.8 : Mécanisme de régulation des Rho GTPases. 

Lorsqu’elles sont associées au GDP, les Rho GTPases sont sous forme inactive. Afin de redevenir 
active, une protéine GEF est nécessaire pour échanger le GDP en GTP. Les protéines GAP 
permettent de rendre la Rho GTPase sous forme inactive en hydrolysant le GTP en GDP. De plus, 
l’activité des Rho GTPases peut être inhibée par les GDI en les séquestrant au niveau du cytoplasme. 
Illustration par Jonathan Bergeman. 
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Le cytosquelette est donc un réseau complexe de différents filaments qui s’étend dans le 

cytoplasme. Ces filaments résultent comme nous l’avons vu d’éléments monomériques 

capable de s’organiser et de s’assembler afin de donner une structure à la cellule. Il s’agit 

d’une structure très dynamique et finement régulée qui se réorganise en continu afin de 

s’adapter à l’environnement cellulaire. En effet, il participe à la morphologie cellulaire et joue 

un rôle central dans l’adhésion et la migration cellulaire. 
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4 La migration cellulaire 

La migration cellulaire est un processus indispensable au développement embryonnaire, 

mais également à d'autres processus physiologiques tels que la cicatrisation, la réponse 

inflammatoire, la régénération. Cependant, un dérèglement de ce processus peut conduire 

au développement de pathologies comme la progression tumorale, l’athérosclérose et 

l’ostéoporose 74. La migration est le résultat d'une intégration spatio-temporelle de nombreux 

acteurs moléculaires qui interviennent tant au niveau du cytosquelette que de la matrice 

extracellulaire, des sites d'adhérence, du trafic vésiculaire et de la localisation des ARNm 

(acide ribonucléique messager). 

Les grands principes de migration à l'échelle cellulaire ont fait l'objet d'un grand nombre 

d'études au cours des précédentes décennies et sont bien compris. Cela a permis de mettre 

en lumière une diversité de comportements migratoires qui varie en fonction du type 

cellulaire 75. Cependant, un degré de complexité s'ajoute dans un organisme pluricellulaire. 

En effet, dans ce type d'organisme, la migration a lieu de manière collective hormis quelques 

types cellulaires qui migrent de façon isolée. Il y a donc deux modes de migration, la 

migration collective et la migration isolée 76. Lors de la migration collective, contrairement à 

la migration isolée, les cellules restent en contact entre elles lors de leur déplacement et 

cela permet le transport de types cellulaires non mobiles. Par le fait que la migration 

collective fait intervenir les mécanismes de base impliqués dans la migration isolée 77, je ne 

traiterai par la suite que de cette dernière. 

La migration de type mésenchymateuse et la migration de type amiboïde ont été décrites 

comme faisant partie du mode de migration isolée. Bien que certaines cellules peuvent 

alterner entre ces deux modes, ces derniers sont mutuellement exclusifs 78. En effet, les 

cellules peuvent subir la transition mésenchymateuse-amiboïde (MAT) pour acquérir les 

caractéristiques amiboïdes, mais également subir la transition amiboïde-mésenchymateuse 

(AMT) afin d'adopter une conformation mésenchymateuse leur permettant de s'adapter au 

mieux à leur microenvironnement. 

4.1  La migration mésenchymateuse 

La migration mésenchymateuse est basée sur un cycle de plusieurs étapes successives. Il 

y a tout d'abord formation d'une protrusion qui prend la forme de filopode, de lamellipode et 

de pseudopode qui s'ancrent au substrat de la matrice extracellulaire. L'ancrage est assuré 

par la formation d'adhérence focale. Il y a, par la suite, contraction du cytosquelette 
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d'actomyosine qui permet d'assurer les forces nécessaires au déplacement cellulaire et de 

permettre la rétractation de la membrane arrière (figure 1.9). 

Figure 1.9 : Les étapes de la migration mésenchymateuse 

La migration mésenchymateuse se déroule en plusieurs étapes. Il y a tout d’abord formation de 
protrusions au front de migration comprenant les lamellipodes et les filopodes (en encadré) puis 
formation de nouveaux points focaux d’adhésion au niveau de ces dernières. Par la suite, la 
contraction du cytosquelette d’actine associée au détachement des points focaux d’adhésion à 
l’arrière de la cellule permet le déplacement du corps cellulaire. À l’issue de ces étapes, un nouveau 
cycle de migration peut commencer. Illustration par Jonathan Bergeman. 

Il s'agit donc d’un processus multi-étapes qui, pour être efficace, nécessite une polarité 

cellulaire. Cette dernière est contrôlée par les petites GTPases de la famille Rho dont 

notamment Rac1, Cdc42 et RhoA qui régulent le cytosquelette d'actine. L'observation de 

l'activité de Rac1 au niveau du front de migration et l'activité de RhoA à l'arrière de la cellule 

ont été montrées dans plusieurs systèmes cellulaires en migration, ce qui a mené à former 

l'hypothèse d'une coordination spatiale entre l'activité de Rac1 et RhoA 79,80. Il a été 

également montré que les petites GTPases Rac1 et RhoA s'inhibent mutuellement 
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renforçant ainsi cette coordination spatiale entre les deux 81–83. Cependant, des études au 

cours de la dernière décennie ont complexifié ce modèle en montrant qu'il n'y avait pas 

seulement une coordination spatiale de Rac1 et RhoA, mais également une coordination 

temporelle. En effet, il a été montré que RhoA était activée au niveau du front de migration 

permettant l'initiation du lamellipode et que l'activation de Rac1, qui a lieu après, permettait 

le renforcement et la stabilisation de cette structure 84. La migration mésenchymateuse est 

une migration lente (0.1-2 µm/min) qui est fortement dépendante de l'adhérence cellulaire 

et de sa dynamique. De plus, elle est associée à la sécrétion de protéases qui permettent 

de dégrader la matrice extracellulaire afin de permettre à la cellule de se frayer un chemin 

à travers le tissu. D'ailleurs, cette migration est retrouvée au niveau des fibroblastes 

associés au cancer (CAFs) qui participent au développement tumoral en remodelant la 

matrice extracellulaire. Les CAFs ont été montrés pour jouer un rôle de "meneur" dans la 

migration collective pavant ainsi le chemin pour les cellules cancéreuses "suiveuses" 

n'ayant pas subi ou pas complètement l'EMT et ayant donc de faibles capacités migratoires 

37,85. 

4.1.1 Les protrusions 

La formation des protrusions au front de migration de la cellule est médiée par les petites 

GTPases Rac1 pour les lamellipodes et Cdc42 pour les filopodes 86,87. Ces deux protéines 

travaillent en tandem pour réguler la signalisation au niveau du front de migration. 

L'activation de Rac1 permet son interaction avec les protéines WAVE (WASP-family 

verprolin-homologous protein), protéines de la famille WASP (Wiskott-Aldrich Syndrome 

protein), qui eux-mêmes activent les protéines du complexe Arp2/3 88. Cela a pour effet de 

favoriser la formation d'un réseau d'actine ramifié poussant la membrane plasmique et 

permettant son extension. La polymérisation de l'actine au niveau du lamellipode ne se limite 

pas uniquement à l'activation du complexe Arp2/3 par Rac1. En effet, Rac1 a aussi été 

montré pour inactiver l’activité de la cofiline en activant son effecteur PAK (Serine/threonine-

protein kinase PAK 1) ce qui aboutit à l’activation de LIMK (LIM domain kinase 1) et à 

l’inhibition de la cofiline 89. PAK participe également au pontage de l’actine ramifié en 

activant les filamines 90. En ce qui concerne les filopodes, la petite GTPase Cdc42 active N-

WASP (neural Wiskott-Aldrich syndrome protein) qui activera à son tour le complexe Arp2/3 

formant une structure d'actine ramifiée. À partir de cette structure, Cdc42 permettra la 

formation de faisceaux d'actine parallèles pontés par la fascine 91. Au niveau des 
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protrusions, il y aura formation de nouveaux point focaux d’adhésion qui permettront 

l’ancrage de ces structures à la matrice extracellulaire (figure 1.10). 

Figure 1.10 : Rôle des Rho GTPases et de leurs effecteurs dans la migration cellulaire 
et le remodelage du cytosquelette d’actine. 

Cdc42 est impliqué dans la formation des filopodes, Rac1 dans les lamellipodes et RhoA dans les 
fibres de stress. Cdc42 et Rac1 induisent la polymérisation de l’actine par l’activation du complexe 
Arp2/3 et par l’inactivation de la cofiline. De plus, Rac1 permet le pontage du réseau ramifié et inhibe 
la contraction des fibres d’actomyosine en inhibant l’activité de MLCK (myosin light chain kinase). De 
son côté, RhoA, qui active ROCK, conduit à la formation des fibres de stress par l’activation de la 
MLC (myosin light chain) et l’inhibition de la MLCP (myosin light chain phosphatase). De plus, RhoA 
permet la nucléation de l’actine par son activité sur mDia. Illustration par Jonathan Bergeman. 

4.1.2 La contraction 

Les complexes focaux et les adhérences focales qui permettent l'ancrage de la cellule à la 

matrice extracellulaire servent de point d'appui aux forces exercées par le cytosquelette 

d'actomyosine. La myosine II, qui est responsable de la contraction des fibres d'actine, est 

contrôlée par ROCK (Rho-associated kinase I), l'effecteur principal de RhoA 92. ROCK 

permet l'activation directe de la myosine II en phosphorylant sa chaîne légère (MLC2), mais 

également indirectement en inhibant la phosphatase de la chaîne légère de la myosine 

(MLCP). De son côté, MLCP est inhibée via la phosphorylation effectuée par ROCK sur 

MYPT-1 (myosin phosphatase target subunit 1) 93,94. L'activation de la myosine II aboutira à 

son association aux fibres contractiles et à la contraction des fibres d'actine. En plus de son 

action sur la contraction des fibres, RhoA est impliqué dans la formation des fibres de stress, 
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la formation des adhésions focales de même que de leur dissociation. L'initiation de 

nouveaux filaments se fait par son action sur les formines mDia 95. 

4.1.3 La rétraction 

Les mécanismes qui permettent la rétraction de l'arrière de la cellule sont encore mal 

connus, mais ils seraient le résultat de plusieurs processus simultanés. Ce qui est établi, 

c'est qu'ils font intervenir les forces générées par RhoA au niveau de la contraction des 

fibres de stress et qu’ils favorisent une déstabilisation des structures d'adhésion situées 

dans cette zone 96. Cette déstabilisation peut être liée à une coupure, un affaiblissement ou 

au recyclage des intégrines 97. Cela aurait comme résultat de séparer le cytosquelette 

d'actine des intégrines qui resteraient associées à la matrice extracellulaire 98. Une fois les 

adhésions dissociées, l'arrière de la cellule glisse et il y a rétraction de la queue cellulaire et 

dépolymérisation des fibres d'actine. 

4.1.4 Différence entre la migration bi et tri dimensionnelle 

La migration mésenchymateuse a été initialement étudiée dans un environnement 2D, mais 

également plus récemment dans un environnement 3D, car c’est l’environnement le plus 

souvent retrouvé au sein d’un organisme. L'environnement 2D est, par exemple, limité aux 

cellules épithéliales qui migrent sur la membrane basale, mais également aux cellules 

cancéreuses ou immunitaires qui migrent sur la paroi des vaisseaux sanguins. Cependant, 

à l'issue de la migration transendothéliale, les cellules se retrouveront dans un 

environnement 3D. Cette matrice extracellulaire aura une architecture, une densité, une 

rigidité et une homogénéité variable influençant les capacités et les modes migratoires 

(mésenchymateux, amiboïde). Aussi, contrairement à un environnement 2D, la migration 

3D fait intervenir la sécrétion de métallo-protéases matricielles (MMPs). Ces dernières 

servent à cliver les composants de la matrice extracellulaire à l'avant de la cellule afin de lui 

permettre de migrer au travers de ceux-ci. La matrice extracellulaire, qui impose des 

contraintes spatiales à la cellule, induit également des changements morphologiques à la 

cellule. En effet, les lamellipodes observables en 2D sont remplacés par des pseudopodes 

et la cellule présente alors une morphologie allongée de type "spindle-like shape" 99. 

  



 

28 
 

4.2 La migration amiboïde 

4.2.1 Les caractéristiques de la migration amiboïde 

La migration amiboïde est un mode de déplacement rapide (2-20 µm/min) observable dans 

un environnement en 3D. La cellule adopte une forme arrondie qui est maintenue grâce à 

une forte contractilité du cytosquelette d'actomyosine et migre grâce à la formation de bulles 

membranaires (blebs). Ceux-ci lui permettent de pousser sur les structures de son 

environnement et de se propulser au travers de la matrice extracellulaire 100. Contrairement 

à la migration mésenchymateuse qui est dépendante des intégrines et de la dégradation de 

la matrice extracellulaire, le mode amiboïde repose sur la capacité de la cellule à se faufiler 

au travers de la matrice extracellulaire en se déformant, ce qui ne nécessite ni intégrine ni 

dégradation. Il s’agit alors de migration dite intégrine indépendante, même si elles sont 

présentes uniformément au pourtour de la cellule 101. De plus, contrairement aux cellules 

mésenchymateuses, les MMPs ne sont pas nécessaires dans la migration amiboïde malgré 

le fait que ces cellules en expriment plus 101–103. En effet, les MMPs ne font que favoriser la 

capacité migratoire des cellules amiboïdes 104. 

4.2.2 La formation du bleb et son impact sur la migration 

La présence de blebs à la surface cellulaire a longtemps été associée au phénomène 

d'apoptose. Cependant, il est maintenant admis que les blebs peuvent faire partie de 

plusieurs processus cellulaires dont celui de la migration amiboïde 105. Cette présence a été 

montrée au niveau de plusieurs types cellulaires en migration comme au niveau de 

l'embryogénèse du poisson zèbre, des cellules immunitaires et des cellules cancéreuses 

106–108. La membrane plasmique est associée au cortex d'actomyosine qui exerce une forte 

pression intracellulaire. Le détachement de la membrane plasmique du cortex ou la rupture 

de ce dernier permet au cytoplasme d'exercer une pression sur la membrane plasmique 

générant ainsi la croissance d'une structure sphérique (bleb). Cette phase d’expansion dure 

environ 5-30 secondes. Le cortex d'actine est alors repolymérisé sous la membrane en 

expansion et l'activité de RhoA/ROCK permet la rétractation de celle-ci sous l'action de la 

myosine II 105. Les phases d'expansion du bleb et de repolymérisation du cortex d'actine 

sont rapides puisqu'elles durent environ 30 secondes, tandis que la phase de rétractation 

dure environ 1-2 minutes 109 (figure 1.11). Ainsi, il s'agit d'une migration basée sur un cycle 

d'expansion et de contraction du bleb. 
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Figure 1.11 : Mécanisme de la formation d’un bleb. 

La durée de vie d’un bleb est constituée de quatre phases : son initiation, son expansion, 
l’assemblage du cortex et sa rétraction. Le détachement ou la rupture du cortex d’actine de la 
membrane est l’évènement initiateur de la formation d’un bleb. La pression hydrostatique du 
cytoplasme sur la membrane permet son extension. Pour résorber cette structure, la cellule 
reconstruit un cortex d’actine au niveau de la membrane plasmique du bleb et la contraction de ce 
dernier permet sa rétractation. Illustration par Jonathan Bergeman. 

Cependant, le mécanisme de translocation du corps cellulaire par la formation de blebs lors 

de la migration reste ouvert à plusieurs hypothèses afin de l'expliquer 110. La première 

hypothèse est que dans un environnement confiné, la cellule exercerait des pressions sur 

la matrice extracellulaire par la contraction de son cytosquelette d'actomyosine empêchant 

le déplacement du corps cellulaire. Puis, il y a formation de blebs due à la pression 

cytoplasmique qui vont s’intercaler et se coincer dans la matrice extracellulaire exerçant de 

nouvelles pressions sur celle-ci. Cela permettrait ainsi le déplacement du corps cellulaire dû 

à la contraction du cortex d'actomyosine menant à la résorption du bleb 100,108. Le second 

modèle a été proposé pour expliquer la migration des neutrophiles dans un fluide. Cette 

dernière serait liée à la translocation du corps cellulaire après des changements 
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morphologiques liés à la formation de blebs faisant ainsi nager la cellule dans le fluide 111. 

Enfin, le troisième modèle est que la formation de blebs jouerait un rôle critique dans la 

migration en transportant le cytoplasme, ce qui déplacerait la masse cellulaire vers l'avant. 

Il y aurait alors un faible ancrage de la cellule à son environnement et la contraction du 

cytosquelette engendrerait le déplacement du corps cellulaire 105. 

En conclusion, la migration amiboïde se base donc sur l’action conjointe de la pression 

hydrostatique et des forces exercées localement par la contraction du cortex cellulaire. De 

plus elle offre à la cellule une plasticité favorisant ses capacités migratoires et lui permet de 

mieux s’adapter à son microenvironnement. 

4.3 Transition entre la migration mésenchymateuse et amiboïde 

Comme indiqué précédemment, les cellules peuvent alterner entre la migration 

mésenchymateuse et la migration amiboïde qui sont mutuellement exclusives 78. Cette 

capacité à transiter d'un mode à l'autre explique en partie l'échec de l'utilisation d'inhibiteur 

de protéases dans les traitements anti-cancéreux, car pour les cellules amiboïdes, les 

protéases ne sont pas requises pour leur migration comme discuté précédemment 112. En 

effet, l'utilisation de ces inhibiteurs, la diminution de l'interaction entre les intégrines et la 

matrice extracellulaire ou la suractivation de la voie RhoA vont induire in vitro la transition 

mésenchymateuse-amiboïde 101,102. 

L’explication moléculaire de la transition mésenchymateuse-amiboïde a été identifiée et a 

mis en évidence que les voies RhoA et Rac1 contrôlent cette transition et qu'elles sont 

mutuellement antagonistes (figure 1.12). Ainsi, l'activation de la voie RhoA/ROCK, associée 

à l'état amiboïde, inactive Rac1 par l'intermédiaire de deux GAPs, ARHGAP22 (Rho 

GTPase Activating Protein 22) et FILGAP (Filamin-A-associated RhoGAP), ce qui permet 

d'inhiber la migration mésenchymateuse 107,113. De son côté, Rac1, qui est associé à l'état 

mésenchymateux, peut inhiber la phosphorylation de MLC-2 bloquant l'état amiboïde via 

son effecteur WAVE2 102,107. 
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Figure 1.12 : Voies de signalisation impliquées dans la transition entre l’état amiboïde 
et mésenchymateux. 

L’état mésenchymateux et l'état amiboïde sont exclusifs et s’inhibent mutuellement par différentes 
voies de signalisation interconnectées. La voie RhoA/ROCK contrôle l’état amiboïde tandis que la 
voie Rac1 contrôle l’état mésenchymateux. Les caractéristiques de migration de chaque état sont 
indiquées. Illustration par Jonathan Bergeman. 

L'activité de ROCK est donc primordiale à l'état amiboïde et est contrôlée de façon positive 

par PDK-1 (phosphoinositide-dependent kinase-1) qui maintient ROCK à la membrane 

cellulaire favorisant la contraction du cortex cellulaire et la formation de blebs. Cependant, 

plusieurs protéines peuvent réguler négativement l'activité de la voie RhoA/ROCK. Par 

exemple, la petite protéine G RhoE (Ras homolog gene family member E) a été montrée 

pour favoriser l'état mésenchymateux en ayant deux effets négatifs sur ROCK. Le premier 

tient de sa capacité à entrer en compétition avec PDK-1 bloquant l'activité de ROCK et 

l’empêchant d'être localisé à la membrane 114. Le second effet de RhoE est sa capacité à 

inactiver RhoA par l'intermédiaire de la protéine p190RhoGAP, une protéine de la famille 

des GAPs, ce qui inhibe la voie RhoA/ROCK 115. Cependant, l'activité de RhoE est, quant à 

elle, inhibée par de multiples phosphorylations induites par ROCK, ce qui est un mécanisme 

de rétrocontrôle de la voie 116. Un autre exemple menant à l’inactivation de la voie 

RhoA/ROCK est le processus de stabilité de RhoA. En effet, il a été montré que la protéine 
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Smurf1 (SMAD ubiquitination regulatory factor 1) déstabilise RhoA inactivant ROCK et donc 

favorise l’état mésenchymateux 117. 

En conclusion, la balance entre les voies de signalisation Rac1 et RhoA est finement régulée 

par de multiples interacteurs permettant de contrôler les transitions mésenchymateuse-

amiboïde et amiboïde-mésenchymateuse. La voie RhoA promeut la migration amiboïde 

tandis que la voie Rac1 favorise la migration mésenchymateuse. 
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5 L'adhésion cellulaire 

Les structures d'adhésion cellulaire font intervenir un processus central et hautement régulé 

permettant une dynamique de leur assemblage et de leur désassemblage 118. Cette 

dynamique fait intervenir la coopération de différents acteurs tant au niveau cellulaire par le 

cytosquelette d'actine, les intégrines et leurs partenaires qu'au niveau extracellulaire par la 

matrice extracellulaire (ECM). Ces structures d'adhésion servent de point d'ancrage à la 

cellule pour lui permettre de se tracter participant donc activement à l'étalement et à la 

migration cellulaire. Elles ont également une fonction de signalisation dans le contrôle de la 

survie, de la prolifération et de la différenciation cellulaire 119,120. Les adhérences cellulaires 

sont regroupées en deux grandes familles que sont les adhérences focales et les 

invadosomes. Ces familles font intervenir un grand nombre de protéines communes, mais 

leur agencement est différent tout comme la dynamique de l'actine qui leur est associée 

121,122. En fonction du type d'intégrine engagé avec la matrice extracellulaire et de l'état 

contractile, la composition des adhérences variera 123–125. L'ensemble des protéines 

participant aux adhérences font partie de ce qui est appelé "l'adhésome". Il y a actuellement 

plus de 2000 protéines qui sont enrichies au niveau des "complexes d'adhésion d'intégrines" 

induits par la fibronectine 126. Ces derniers regroupent la famille des adhérences focales et 

celle des invadosomes. 

5.1 Famille des adhérences focales 

Parmi les deux familles précédemment citées, la famille des adhérences focales est celle 

qui a été la plus étudiée et donc la mieux caractérisée. Elle regroupe différentes structures 

qui dérivent les unes des autres et qui sont, dans l'ordre de maturation, les adhésions 

naissantes, les complexes focaux, les adhérences focales et les adhérences fibrillaires. La 

première étape consiste à activer les intégrines pour établir un contact avec la ECM au 

niveau du front de migration (adhésion naissante) avant d'appliquer une force de tension 

(complexe focal), puis d'induire un regroupement plus large d'intégrine (adhérence focale) 

afin de procéder à une réorganisation de la matrice extracellulaire (adhérence fibrillaire). 

Ainsi, les structures d'adhésion sont un continuum/maturation de la structure préexistante 

127 (figure 1.13). 
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Figure 1.13 : Eléments structuraux de l’adhésion cellulaire. 

Les adhésions naissantes sont localisées au niveau des lamellipodes tandis que les complexes 
focaux sont localisés au niveau de la zone de transition située entre le lamellipode et la lamella. Les 
adhésions focales sont localisées au niveau du corps cellulaire. Ces structures d’adhésion sont un 
continuum et, à chaque étape, elles peuvent soit maturer vers la structure suivante ou se dissocier. 
Les caractéristiques principales de chaque structure d’adhésion sont indiquées et associées à un 
schéma. Illustration par Jonathan Bergeman. 

5.1.1 Adhésion naissante 

Les adhésions naissantes sont les premières à apparaître au niveau du front de migration 

dans les lamellipodes, une protusion membranaire en forme de feuillet composée d'un 

réseau d'actine dense et ramifié dû à l'activité du complexe Arp2/3 128. Leur vitesse de 

formation est intimement liée à la polymérisation de l'actine au niveau des lamellipodes. 
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Cela laisse suggérer qu'elles sont physiquement liées au réseau d'actine ramifié et que la 

dépolymérisation de ce dernier conduit à leur dissociation 129,130. Elles sont de petites tailles 

(0.2 µm²) avec une durée de vie courte puisqu’elle est d’environ 80 secondes 129. Une petite 

fraction de ces structures peut cependant maturer en complexe focal. La formation des 

adhésions naissantes est indépendante de l'activité de la myosine II. Cependant, leur 

maturation nécessitera l'activation de cette dernière 129. Elles sont composées de trois à six 

intégrines qui interagissent avec la ECM, mais également des protéines kindline-2, 

vinculine, paxilline, FAK (Focal adhesion kinase) et taline 129,131–133. Le recrutement de la 

kindline-2 et de la taline permettent l'activation des intégrines afin d'accroître leur affinité 

pour la matrice extracellulaire coopérant ainsi pour établir l'adhésion cellulaire 134. 

Cependant, le recrutement de la taline est indépendant de sa liaison aux intégrines, mais 

nécessite la présence de FAK 135. Cette présence est assurée par la kindline-2 qui, associée 

à la paxilline, recrute FAK 136. De plus, il a été montré récemment que le complexe kindline-

2/paxilline est nécessaire à l'activation de Rac1 et que la kindline-2 est associée au 

complexe Arp2/3 permettant son recrutement aux adhésions naissantes favorisant la 

formation des lamellipodes et donc des nouvelles adhésions naissantes via son activation 

par Rac1 137. Par le recrutement de ces complexes, les protrusions de la membrane 

cellulaire sont donc de nouveaux induites et les intégrines sont reliées au cytosquelette 

d'actine qui appliquent des forces de tension aux adhérences naissantes. 

5.1.2 Complexe focal 

Le complexe focal est la première étape de maturation des adhésions naissantes. Cette 

structure est particulièrement abondante dans les cellules qui expriment Rac1 activé 87. 

Lorsque les adhésions naissantes arrivent à la jonction entre le lamellipode et la lamella, 

une partie de ceux-ci mature en complexe focal. Cette jonction correspond à une zone de 

dépolymérisation de l'actine ramifié et de réorganisation en faisceaux contractiles 127,138. Les 

complexes focaux diffèrent des adhésions naissantes par une taille légèrement plus grande, 

puisqu’elles mesurent 1 µm de diamètre, par une durée de vie plus longue de l’ordre de 

plusieurs minutes et par leur localisation. Cette maturation est effectuée par les protéines 

recrutées lors de la formation des adhésions naissantes en association avec les fibres 

d'actomyosine qui comprennent la myosine II et l'α-actinine 129. La nécessité de la myosine 

II pour la maturation vers le complexe focal n'est pas liée à la capacité contractile de cette 

dernière, mais plutôt à sa fonction de réticulation de l'actine 139. Ainsi, leur composition est 
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proche des adhésions naissantes et il s'agit d'une structure de transition vers l'adhésion 

focale avec l'ébauche d'un faisceau contractile 130. 

5.1.3 Adhérence focale 

Les adhérences focales, ou plaques d'adhérence, sont les structures d'adhésion les mieux 

caractérisées. Identifiées en 1971 par microscopie électronique, elles l'ont été in vivo en 

1997 à la jonction cellule-matrice140,141. Il s'agit de structures allongées d'environ 5 µm² qui 

sont localisées à l'extrémité des faisceaux contractiles en périphérie au niveau de la cellule. 

Elles ont une longue durée de vie, entre 30 et 90 minutes 127. Leur formation est stimulée 

par RhoA72 qui agira tant au niveau de mDia1 que de ROCK 92,95. Cela aura pour but, d'une 

part, de favoriser la nucléation de l'actine au travers de l'activité de mDia1 et, d'autre part, 

d'activer ROCK pour permettre la contraction et la stabilité des fibres d'actine, en activant la 

myosine II. La tension des fibres d'actine favorisera, par le fait même, le regroupement des 

intégrines et la maturation des adhérences focales 142,143. Ces dernières pourront soit 

maturer vers les adhérences fibrillaires ou alors se dissocier. 

5.1.4 Adhérence fibrillaire 

Les adhérences fibrillaires sont la dernière étape de maturation de la famille des adhérences 

focales. Ces structures, absentes dans les cellules en migration, ne sont observées qu’au 

niveau de la matrice extracellulaire composée de fibronectine et participent à son 

remodelage au travers d'un processus appelé fibrillogénèse. Ce processus correspond à 

l'assemblage de molécules de fibronectine entre-elles sous l'action de la tension générée 

par les intégrines 144. En effet, ces adhérences dérivant des adhérences focales sont liées 

à une translocation des intégrines vers le corps cellulaire. Cela en fait une structure centrale 

contrairement aux adhérences focales qui sont périphériques. Cette translocation est 

dépendante de l'action de la myosine II à travers l'activation de ROCK. Il s'agit d’une 

structure riche en tensine, mais pauvre en taline, paxilline et α-actinine 144–146. 

5.2 Les invadosomes 

Les cellules hautement migratrices et invasives sont capables de former des structures 

d'adhérence de type invadosomes. La famille des invadosomes regroupe les podosomes et 

les invadopodes qui sont associés à la dégradation de la matrice extracellulaire et à 

l'invasion cellulaire 121,122,147. Les invadopodes sont retrouvés dans des conditions 

pathologiques comme dans l’athérosclérose ou le cancer contrairement au podosomes qui 
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sont observés en condition physiologique et ce, principalement dans les cellules issues de 

la lignée monocytaire (macrophages, cellules dendritiques) 148. Il s’agit de structures qui 

s'orientent perpendiculairement à la surface de contact entre la cellule et la matrice 

extracellulaire. Ces structures riches en actine sont associées à une forte dégradation de la 

matrice extracellulaire liée à la sécrétion de MMPs. Elles sont composées d'un coeur 

d'actine (colonne) enrichie de protéines régulatrices d'actine telles que le complexe Arp2/3. 

Ce coeur est entouré par un anneau de protéines associées à l'actine qui sont les mêmes 

que celles qui sont retrouvées au niveau des points focaux d'adhésion. On retrouve donc 

les intégrines, la taline, la vinculine et la paxilline. Les invadosomes peuvent s'organiser 

sous forme individuelle, d'agrégats, de rosettes ou de structures linéaires 149. Enfin, la taille 

des invadosomes, leur nombre et leur durée de vie sont hautement variables et dépendent 

fortement du type cellulaire et du microenvironnement 149. 
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6 Étalement cellulaire 

Tout comme la migration cellulaire, l'étalement cellulaire fait intervenir un processus multi-

étapes. Il implique la formation de protrusions et de nouvelles structures d'adhérence ainsi 

que le renouvellement et la maturation de ces dernières. Les cellules réorganisent donc leur 

cytosquelette au cours de ce processus qui est hautement dynamique et rapide. Le 

changement morphologique est visible puisqu'il y a une nette augmentation de la surface 

de contact entre la cellule et la matrice extracellulaire, un aplatissement du corps cellulaire 

et une augmentation totale de la surface de la membrane plasmique. La rigidité du support 

influence directement l'étalement cellulaire. Plus le support est rigide, plus la cellule s'étale, 

ce qui s'accompagne également d'une augmentation du nombre et de la taille des structures 

d'adhérence 150. 

6.1 Les étapes de l'étalement cellulaire 

L'étalement cellulaire se déroule en 3 phases 151–153. 

- La première, notée P0, correspond à la phase initiale où la cellule entre en contact avec la 

matrice extracellulaire. Cette phase est dépendante de la matrice extracellulaire, est 

accompagnée d'une faible contractilité et permet la liaison des intégrines à la matrice. En 

effet, la liaison des intégrines permet d’activer la voie Rac1 ce qui a pour effet de diminuer 

la contractilité cortical en inhibant la voie RhoA/ROCK. Plusieurs études ont rapporté la 

présence de blebs précédant la formation des lamellipodes qui a lieu lors de la seconde 

phase de l'étalement cellulaire. Cependant, le rôle de ces blebs reste encore à définir 154,155. 

- La seconde, notée P1, est une phase d'expansion rapide. Elle permet une augmentation 

importante de la surface de contact et elle dure quelques minutes. Elle se traduit par la 

formation de larges lamellipodes. En effet, à la suite de la liaison des intégrines, une très 

forte polymérisation des filaments d'actine a lieu, ce qui permet la formation continue de 

lamellipode. À l'issue de cette phase, la membrane plasmique est totalement dépliée. 

- La troisième, notée P2, est une phase d'étalement lente. Elle inclut des périodes de 

protrusion et de rétraction au bord de la membrane cellulaire pouvant s’apparenter à de 

l’oscillation. Ce cycle d'oscillation est retrouvé dans les cellules épithéliales, endothéliales 

et fibroblastiques et leur durée est variable d'un type cellulaire à l'autre 84,156. Cette étape 

est dépendante de la taline, puisque son absence se traduit par une incapacité à effectuer 

la troisième phase (P2). De plus, cette absence provoque la rétractation des cellules sur 
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elles-mêmes à l'issue des deux premières phases de l'étalement 151. Cela correspond donc 

à la connexion entre les intégrines et le cytosquelette d'actine. En effet, lors de cette phase, 

la cellule teste la rigidité du microenvironnement et les adhésions cellulaires maturent de 

manière dépendante à la myosine II 157,158. Il a également été montré que, lors de cette 

phase, le cytosquelette d'actine ramifié nécessaire à la formation des lamellipodes est 

transformé sous l'effet de la myosine II en arc d'actine parallèle au front de migration. Cela 

se déroule à chaque cycle de protrusion/rétraction et permet donc la maturation des 

adhésions 157. De plus, il y a une augmentation de la surface de la membrane plasmique 

liée à l'exocytose. Ainsi, cette étape est un point de contrôle important pour la progression 

vers l'étalement cellulaire. 

À l'issue de la phase P2, la cellule est maintenant entièrement étalée et présente une 

réduction drastique des activités de protrusion/rétraction. 

6.2 Les SICs 

En 2004, une équipe a identifié une nouvelle structure d'adhésion nommée SICs (Spreading 

Initiation Center) 159. Il a été suggéré que cette structure, qui se retrouve en périphérie de la 

cellule lors des premières étapes de l'étalement cellulaire, n'est présente que dans les 

cellules primaires ou les cellules non-tumorales 159. Les SICs sont composés d'un coeur 

ribonucléoprotéique qui est entouré d'une gaine d'actine et qui surplombe un point focal 

d'adhésion immature. Ils disparaissent au fur et à mesure que les points focaux d'adhésion 

maturent en adhérence focale (figure 1.14). Les protéines qui composent cette structure 

semblent s’apparenter aux protéines qui composent les points focaux d'adhésion. En effet, 

il est possible d’y retrouver les protéines FAK, vinculine, paxiline et taline. Cependant, 

d'autres protéines semblent exclusives au SICs puisqu'elles ne se retrouvent pas dans les 

structures d'adhésion matures comme les protéines liant l’ARN (RBPs :RNA binding protein) 

hnRNPK (heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K), hnRNPE1 (heterogeneous nuclear 

ribonucleoprotein E1), hnRNPI (heterogeneous nuclear ribonucleoprotein I), FUS/TLS  

(Fused in sarcoma / translocated in liposarcoma) et la protéine adaptatrice RACK1 

(Receptor of activated protein C kinase 1) 138,159–162. Ainsi, l'équipe qui a identifié les SICs, 

ont montré que l'inhibition des RBPs par électroporation d'anticorps neutralisant affecte 

l'étalement cellulaire de manière à ce qu’elle se déroule plus rapidement. Il s'agit de la 

première évidence que l'ARN (acide ribonucléique) et les RBPs sont impliqués dans 

l'initiation de l'étalement cellulaire. Il a été spéculé que les RBPs dans les SICs pourraient 

être impliqués dans le transport des ARNm, de la stabilisation et de la traduction locale au 
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niveau de ces structures. Cependant, les auteurs n'ont pu mettre en évidence une 

localisation des ARNm de la β-actine et de FAK au niveau des SICs, ARNs connus pour 

être localisés et qui codent pour deux protéines centrales dans la formation des adhérences 

focales, de même que la présence de traduction locale. 

Figure 1.14 : Schéma représentatif de l’architecture d’un SIC. 

Un SIC est composé d’un coeur ribonucléoprotéique entouré d'une gaine d'actine et qui surplombe 
un point focal d'adhésion immature. Lorsque le point focal d’adhésion devient mature, ce corps 
ribonucléoprotéique disparaît. Illustration par De Hoog et al., 2004. 
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7 Rôle des RBPs dans le développement tumoral 

Le génome humain encode pour plus de 1500 RBPs 163 qui jouent des fonctions dans 

l’ensemble des étapes post-transcriptionnelles décidant de l’avenir et de la fonction de 

chaque transcrit et assurent l’homéostasie cellulaire. Cela représente environ 7.5% de 

l’ensemble des protéines codées par le génome 164. Les RBPs sont capables d’interagir 

avec d’autres protéines aussi bien qu’avec des ARN codants et non codants créant ainsi 

des complexes ribonucleoprotéiques (RNP : Ribonucleoprotein complex). Ces complexes 

sont impliqués dans l’épissage alternatif, la polyadénylation, la stabilité, la localisation, la 

traduction et la dégradation des ARN 165. Étant donné leurs rôles centraux dans les 

évènements post-transcriptionnels, il n’est pas surprenant que les altérations au niveau des 

RBPs soient impliquées dans plusieurs pathologies comme dans les maladies 

neurologiques ou neuromusculaires, mais également dans le développement tumoral 166. 

7.1 Structure des RBPs 

Une partie des RBPs se lie de façon spécifique à des séquences ou motifs présents sur les 

ARN, à des structures secondaires ou bien à une combinaison des deux, ce qui leur confère 

une affinité et une liaison spécifique 164. Cependant, la moitié des RBPs connues interagit 

avec des ARN apparemment dépourvus de motifs ou de structures spécifiques. Leurs 

interactions dépendent donc des niveaux de concentration de chaque entité, de la constante 

d’association et de dissociation ou de liaisons synergiques avec des cofacteurs 167. 

Les RBPs peuvent interagir avec les séquences d’ARN en utilisant le domaine de liaison à 

l’ARN (RBD : RNA-binding domains) qui contient de 60 à 100 acides aminés 168. 

Actuellement, plus de 40 domaines RBDs sont actuellement identifiés comme le domaine 

RRM (RNA recognition motif) qui est le plus abondant, le domaine KH (K-homology) et le 

domaine ZF (Zinc Finger). L’affinité des RBPs pour leurs ARN dépend de l’arrangement de 

leurs RBDs, ce qui permet de générer une grande possibilité de combinaison 164. 

7.2 Les RBPs et la progression tumorale 

Plusieurs études ont montré une corrélation entre le pronostic du patient et l’expression 

anormale de RBPs dans les tumeurs par rapport au tissu sain 169–172. Cependant, la 

dérégulation des fonctions des RBPs n’est pas seulement liée à l’altération de leur niveau 

d’expression, mais peut être également liée à l’altération de l’activité protéique par la 

présence de mutations ou de modifications post-traductionnelles. En ce qui concerne les 
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mutations, elles ont été montrées pour être présentes dans 15 % des RBPs au travers de 

11 types de tumeurs solides 173. L’effet de chacune d’entre elles n’est pas connu. 

Cependant, il a été rapporté que, dans 50 % des cas de syndromes myélodysplasiques, il y 

a présence de mutations au niveau des RBPs impliquées dans l’épissage alternatif 174. De 

plus, la présence de mutations germinales au niveau de DICER1 provoque le 

développement de tumeurs pédiatriques 175. Enfin, les RBPs sont susceptibles de subir des 

modifications post-traductionnelles comme la phosphorylation, la méthylation et l’acétylation 

176. Ces modifications post-traductionnelles peuvent altérer leur capacité à lier les ARNs, à 

modifier leur localisation cellulaire et donc leurs fonctions.  

Au cours des dernières années, le rôle des protéines qui lient l’ARN dans le développement 

tumoral a pris de l’ampleur. En effet, les RBPs sont connues pour moduler la croissance 

cellulaire, la survie, la prolifération et la migration. Par le fait même, leur dysfonctionnement 

et leur expression anormale ont une contribution directe dans le développement tumoral 

164,169,171,177. Ainsi, de nombreuses études ont établi un lien entre des facteurs importants 

pour le développement tumoral et la dérégulation des RBPs. Par exemple, l’oncogène MYC 

permet la surexpression des RBPs hnRNPA1 et hnRNPA2 (heterogenous nuclear 

ribonucleoprotein A1 et A2) dans les gliomes 178. Ces derniers permettent la synthèse de la 

pyruvate kinase M2 (PKM2) impliquée dans les changements métaboliques du glucose. 

Dans les cancers gastriques, l’augmentation de l’expression de la RBP HUR (Hu-antigen R) 

permet d’augmenter la croissance cellulaire et la résistance à l’apoptose 179. 

7.3 Les RBPs dans la migration cellulaire 

Les RBPs sont capables de favoriser la progression tumorale en stimulant l’invasion et le 

développement métastatique. Par exemple, les RBPs IMPs (Insulin-like growth factor 2 

mRNA-binding protein ou ZBP) sont surexprimées dans les cancers. Il a été rapporté 

qu’elles pouvaient stimuler l’invasion en stabilisant les ARNm CD44, PDPN (podoplanin) et 

MMP9 permettant ainsi de maintenir leur expression protéique 180,181. Cela a pour effet de 

faciliter la formation d’invadopodes qui promeut l’infiltration et la dégradation de la matrice 

extracellulaire au travers la sécrétion des MMPs.  

Les RBPs peuvent également contrôler la traduction pour favoriser la migration. Par 

exemple, dans le cas de mélanomes, il a été montré que la RBP UNR/CSDE1 (Upstream-

of-N-Ras/Cold shock domain-containing protein E1) peut favoriser l’invasion et la formation 

de métastases en régulant l’étape d’élongation. En effet, par sa présence, la traduction des 
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ARNm de la vimentine et de Rac1 est favorisée permettant une migration accrue en plus de 

contrôler négativement le niveau d’expression de PTEN, une protéine inhibitrice de la 

croissance cellulaire 171. Un autre exemple a montré que hnRNPE1, phosphorylée sur la 

sérine 43, supprime la répression de la traduction de différents facteurs impliqués dans 

l’EMT 182. 

Une autre RBP, G3BP1 (Ras GTPase-activating protein-binding protein 1), a également un 

rôle central dans la progression tumorale. En effet, cette dernière est impliquée dans 

plusieurs fonctions cellulaires comme la formation de granules de stress, la croissance 

cellulaire, la mobilité et l’apoptose 183–188. 

D’autres études ont dévoilé une surexpression de la protéine Sam68 (Src associated in 

mitosis, 68 kDa) associée à une relocalisation cytoplasmique et à un faible pronostic dans 

les cancers de hauts grades et stades du rein, du sein et du col utérin 189–191. En 

comparaison, dans les cellules non transformées, Sam68 se localise au niveau nucléaire. 

De plus, il a été observé que le changement d’expression de Sam68 affecte la morphologie, 

l’adhésion et la migration cellulaire 192. Sam68 peut lier les ARN par son domaine KH en 

reconnaissant les régions riches en poly(U) et en poly(A) ayant pour motif UAAA 193. Il a été 

montré que Sam68 participe au métabolisme des ARN en intervenant au niveau du transport 

des ARN 194, de l’initiation de la traduction 169, de l’épissage alternatif 195–198 et de la stabilité 

des ARN 196.  

La protéine FMRP (Fragile Mental Retardation Protein) est principalement connue pour son 

rôle dans le syndrome X fragile. Cette RBP est connue pour réguler la traduction 199, le 

transport et la stabilité des ARN 200,201. Bien que son rôle soit nettement moins connu dans 

la progression tumorale, plusieurs études montrent qu’elle y intervient également. En effet, 

FMRP est surexprimée dans le carcinome hépatocellulaire 202,203 et les patients ayant le 

syndrome X fragile ont été rapportés pour avoir une diminution du risque de cancer 204. Cette 

diminution de risque peut, en partie, être liée à la baisse de l’expression de l’oncogène 

Wnt7a (Wingless/Integrated 7a) 205 et à celle de l’invasion 206. En effet, FMRP permet la 

formation de métastases en régulant positivement l’expression de la vimentine et en 

réprimant celle de la E-cadhérine 207, deux marqueurs importants de l’EMT. De plus, FMRP 

favorise la migration et l’invasion cellulaire 208 et est relocalisé au niveau des protrusions 209. 

Ainsi, les RBPs jouent un rôle central dans le métabolisme des ARN en contrôlant 

l’ensemble des étapes de leur vie dont, notamment, la traduction. 
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8 L'activité traductionnelle 

La traduction est le mécanisme permettant la synthèse d'une chaîne d'acides aminés 

(protéine) à partir d'une chaîne d'acides ribonucléiques de type messager (ARNm). Les 

ARNm sont composés de 4 types d'acides ribonucléiques : l'uracile (U), la cytosine (C), la 

guanine (G) et l’adénine (A). Par groupe de 3, ces acides ribonucléiques forment les codons 

qui correspondent à l'un des 20 acides aminés existant.  

8.1 Structure du ribosome 

La synthèse de la chaîne d'acides aminés se décompose en 3 étapes qui ont lieu au niveau 

du ribosome. 

(1) La reconnaissance du codon de l'ARNm par l'anticodon de l'ARNt (acide 

ribonucléique de transfert) associé à son acide aminé 

(2) La formation de la liaison peptidique entre l'acide aminé associé à l'ARNt et la chaîne 

peptidique en cours de synthèse  

(3) La translocation du ribosome permettant l'éjection de l'ARNt et son avancement sur 

l'ARNm  

Le ribosome est la structure centrale permettant la synthèse des protéines à partir de la 

lecture des ARNm. Cette structure a été mise en évidence pour la première fois en 1955 

par George E. Palade qui décrivait de petites particules associées à la membrane du 

réticulum endoplasmique et visibles par microscopie électronique. Au cours de la décennie 

suivante, plusieurs études ont révélé la nature ribonucléoprotéique de cette structure, qui 

fut alors appelée ribosome, et son rôle dans la synthèse protéique. Il s'agit d'une 

composante universelle dans le monde du vivant et de nombreuses études se sont attelées 

à décortiquer la structure tridimensionnelle, le fonctionnement et la régulation de ce dernier. 

Bien que les ribosomes soient présent dans tous les organismes vivants, leur structure 

diffère en fonction de ces derniers. Ils sont composés de deux sous-unités : la grande sous-

unité (LSU : large subunit) qui possède un coefficient de sédimentation de 60S chez les 

eucaryotes et de 50S chez les procaryotes, et la petite sous-unité (SSU: small subunit) qui 

possède un coefficient de sédimentation de 40S chez les eucaryotes et de 30S chez les 

procaryotes. L'assemblage de ces deux sous-unités forme le ribosome qui aura un 

coefficient de sédimentation de 80S chez les eucaryotes et de 70S chez les procaryotes. 
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Chacune de ces sous-unités est composée de protéines ribosomales (RP) et d'ARNs qui 

sont appelés ARN ribosomaux (ARNr). 

Chez l'homme, la petite sous-unité ribosomale a pour fonction de lier, de scanner et de 

dérouler l'ARNm. Elle est composé d'un ARNr 18S (1869 nucléotides) et de 33 protéines 

ribosomales distinctes. La large sous-unité est quant à elle composée des trois ARNr soient 

5S, 5,8S et 28S (121, 157, 5076 nucléotides respectivement) ainsi que de 47 protéines 

ribosomales distinctes. Cette sous-unité a pour fonction d'effectuer la liaison peptidique et 

de contrôler la qualité des peptides naissants. Ainsi, la large sous-unité est le lieu de l'activité 

catalytique du ribosome. 

Pour mener son activité, le ribosome possède trois sites de liaison des ARNt qui sont 

stabilisés par de nombreux contacts avec les protéines ribosomales et les ARNr de la petite 

et de la grosse sous-unité. Ces sites sont le A, le P et le E. Le site A correspond au site 

d'entrée des ARNt associés à son acide aminé (ARNt-aa ou aminoacyl-ARNt). Au moment 

de son entrée, l'acide aminé de l'ARNt n'est pas encore associé à la chaîne polypeptidique. 

Afin de procéder à cette association, le ribosome va s’assurer de la correspondance entre 

le codon de l'ARNm et l'anti-codon de l'ARNt. Cette validation a lieu dans la petite sous-

unité ribosomale au niveau du site A, appelé centre de décodage (DC :decoding center) 

(figure 1.15). Dans le cas d'un mésappariement, l'ARNt est éjecté du ribosome 210. 

Figure 1.15 : Représentation schématique du ribosome. 

Les deux sous-unités ribosomales (40S et 60S) sont représentées ainsi que l’ARNm. Le PTC 
(Peptidyltransferase center) correspond au centre de transfert de la liaison peptidique tandis que le 
DC indique le centre de décodage. Les sites A, P et E correspondent aux sites où viennent se loger 
les ARNt lors du processus de traduction. Illustration par Jonathan Bergeman. 
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Pour mener à l’élongation de la chaîne polypeptidique, il doit y avoir transfert de l’ARNt entre 

le site A et le site P. Le site P est occupé par un ARNt où son acide aminé est associé à la 

chaîne polypeptidique en cours de synthèse. Au niveau de la sous-unité 60S du ribosome, 

il y a présence d’un centre de catalyse de la liaison peptidique, le PTC (peptidyltransferase 

center). La structure du PTC, qui est conservée dans l'évolution, suggère que les 

mécanismes de la création de la liaison peptidique sont conservés au travers de celle-ci. 

Ainsi, à cet endroit, par la création d’une nouvelle liaison peptidique, il y a transfert de la 

chaîne peptidique entre l'ARNt se situant au niveau du site P à celui se situant au site A. La 

création de cette nouvelle liaison peptidique s'effectue dans un environnement composé 

exclusivement d'ARNr ce qui a permis de classer les ribosomes dans la catégorie des 

ribozymes 211,212. Les ribozymes correspondent aux ARNs possédant une activité 

catalytique intrinsèque. À ce moment, la petite sous-unité subit un mouvement relatif par 

rapport à la large sous-unité permettant son déplacement, appelé translocation. Cette 

translocation permet l'avancement du ribosome d'un codon, ce qui libère le site A en 

transférant son ARNt nouvellement associé à la chaîne peptidique au niveau du site P, ce 

qui laisse la place pour l’insertion d’un nouvel ARNt. L'ARNt qui se situait précédemment au 

niveau du site P est maintenant dans le site E. Le site E correspond à un site où l'ARNt est 

déchargé de son acide aminé (ARNt-déacylé). Il s'agit du site de sortie des ARNt du 

ribosome. Lors de la prochaine translocation, l'ARNt-déacylé du site E sera éjecté du 

ribosome. 

Le ribosome est donc la structure permettant l’action coordonnée et conjointe de plusieurs 

acteurs nécessaires à la traduction. Ces acteurs sont : 

(1) L'ARNm qui possède la séquence codante à traduire en protéine 

(2) Les ARNt qui permettent de déchiffrer chaque codon de la séquence codante 

(3) Les facteurs protéiques nécessaires aux différentes étapes de la traduction (voir 

partie 5.4) 

8.2 ARNm 

L’ARNm est composé de 3 parties principales et sera lu dans le sens 5' vers 3' par le 

ribosome. Ces 3 parties sont : la séquence codante, le 5'UTR (5' Untranslated Transcribed 

Region) et le 3'UTR (3' Untranslated Transcribed Region). 
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La région codante est celle qui code pour la protéine. Il s'agit de l'élément central qui est la 

cible finale de l'ensemble des processus de régulation traductionnel que la cellule a mis en 

place pour contrôler l'expression protéique. En général, il est admis que cette région 

commence par un codon "AUG" et se termine par un codon "STOP". Il s’agit alors d’un cadre 

ouvert de lecture (ORF :open reading frame). Cependant, la région codante peut avoir un 

autre codon pour initier la traduction qui sera un "codon non-AUG" 213,214. Des études 

indiquent d'ailleurs que ces sites d'initiation de la traduction sont plus nombreux que le 

codon canonique AUG, mais que leur efficacité pour initier la traduction est moindre 215. 

Cette efficacité dépend très fortement de la "séquence Kozak" autour du codon d'initiation 

(voir partie initiation de la traduction). Plus la séquence est proche de la séquence optimale, 

plus l'initiation de la traduction sera efficace.  

La partie 5'UTR, qui est en amont de la région codante, ne sera pas traduite par le ribosome. 

La taille de cette région, bien qu'ayant augmentée au cours de l'évolution, est restée 

relativement stable avec une longueur médiane de 218 nucléotides chez l'homme et de 186 

nucléotides chez la drosophile 216. Cette région a une fonction majeure dans le contrôle de 

l'initiation de la traduction. Ce contrôle traductionnel peut se faire par la présence de 

protéines liant l'ARN, de structures secondaires et de séquences non structurées (linéaires) 

216. Les éléments linéaires correspondent aux séquences autour du codon initiateur "AUG" 

tels que la séquence Kozak, mais font également référence aux uORF (upstream Open 

Reading Frames). Les uORF sont de petits cadres de lecture ouverts, situés dans le 5'UTR 

et qui régulent la traduction des cadres de lecture qui les suivent. De plus, à l’extrémité 5’ 

de cette région, l'ARNm possède une coiffe. La coiffe correspond à une guanosine modifiée 

par méthylation qui est reliée au nucléotide suivant par une liaison 5'-5' triphosphate au lieu 

de la liaison 3'-5' monophosphate observée dans le reste de l'ARN. Elle a pour fonction 

l'export de l'ARNm hors du noyau, mais participe aussi à l'initiation de la traduction et à la 

stabilisation de l'ARNm en empêchant l'activité des exonucléases 5' → 3' augmentant ainsi 

la durée de vie des ARNm.  

La partie 3'UTR est, quant à elle, située en aval de la région codante et ne sera également 

pas traduite par le ribosome. La taille de cette région a augmentée de façon très importante 

au cours de l’évolution laissant supposer un rôle critique de celle-ci dans la régulation de la 

complexité biologique 217. Cette région influence la traduction de la séquence codante, mais 

également la localisation et la stabilité de l'ARNm 217. À l'extrémité 3'UTR, la queue polyA, 

qui est composée uniquement d'une suite de ribonucléotides de type adénosine, a été 
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montrée pour stabiliser l'ARNm, mais également pour contrôler la traduction. En effet, il a 

été montré récemment que la longueur de la queue poly(A) est liée à leur taux de traduction. 

Les queues poly(A) courtes sont associées à des ARNm abondants et bien traduits 

contrairement aux queues poly(A) longues 218.  

Ainsi, l'ensemble de ces éléments sont connus pour réguler positivement ou négativement 

la synthèse protéique permettant une grande modulation du niveau de cette dernière et ce, 

de façon dynamique. 

8.3 ARN de transfert 

Dans leur forme la plus commune, les ARNt sont de petites molécules d'ARN composées 

de 76 nucléotides qui transportent les acides aminés au site A du ribosome. Ils sont tous 

codés par des gènes différents et transcrits par l'ARN polymérase III. Il existe actuellement 

plus de 300 ARNt différents 219 et cette complexité du monde des ARNt commence par la 

dégénérescence du code génétique où chaque acide aminé peut être associé à différents 

anti-codons. Cela aboutit à des ARNt iso-accepteurs, c'est-à-dire à des ARNt qui 

transportent le même acide aminé, mais dont les séquences, y compris la séquence de 

l'anti-codon, sont différentes. À cela s'ajoute les ARNt iso-décodeurs qui sont des ARNt qui 

possèdent le même anti-codon, donc transportant le même acide aminé, mais dont la 

séquence du reste de l'ARNt présente des différences. Ces derniers sont retrouvés chez les 

eucaryotes supérieurs. Enfin, les ARNt peuvent subir un grand nombre de modifications 

communes à tous ou bien spécifique à certains comme la méthylation du ribose. Cela fait 

en sorte que les ARNt comportent en moyenne entre 11 et 13 modifications pouvant 

influencer leur interaction avec les protéines ou l'activité traductionnelle 219. 

8.4 Les différentes étapes de la traduction 

La traduction est l'étape finale dans l'expression des gènes. L'abondance des protéines est 

étroitement contrôlée par l'activité traductionnelle de leur ARNm 220. La traduction comporte 

3 étapes cycliques que sont : l'initiation, l'élongation et la terminaison qui elle, aboutie au 

recyclage du ribosome pour recommencer la traduction d'un nouvel ARNm.  

8.4.1 L’initiation 

Il existe deux mécanismes d'initiation de la traduction. Celui qui correspond à la voie 

canonique est dit "cap dépendant" et celui qui dépend des séquences IRES (internal 

ribosome entry site) est dit "cap indépendant". Nous ne traiterons ici que de celui qui 
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correspond au mécanisme "cap dépendant". Dans ce cas, l'initiation de la traduction fait 

intervenir une dizaine de facteurs d'initiation de la traduction (eIF : eucaryotic Initiation 

Factors) qui orchestrent cette cascade d'évènements et qui aboutira à la reconnaissance du 

codon d'initiation par le ribosome 80S. Il s'agit d'un mécanisme bien compris et élucidé par 

de nombreuses études. 

Tout d’abord, la coiffe recrute eIF4E qui permet à son tour le recrutement de eIF4G qui est 

une protéine d'échafaudage. Ce recrutement est facilité par PABP (poly(A) binding protein) 

qui interagit avec eIF4G pour former une structure circulaire entre les extrémités 5' et 3' de 

l'ARNm. eIF4G pourra alors recruter eIF4A, une hélicase qui permet de défaire les 

structures secondaires de l'ARNm. Ensemble, les protéines eIF4E, eIF4G et eIF4A forment 

le complexe eIF4F. Ainsi, PABP augmente le recrutement du complexe eIF4F. Par la suite, 

eIF4A pourra à son tour recruter eIF4B qui stimulera l'activité hélicase de son partenaire 

eIF4A avec l'aide de eIF4G 221. L'ensemble de cette structure forme "l'ARNm activé" 222 

(figure 1.16). 

En parallèle de l'activation de l'ARNm, il se forme un complexe de pré-initiation 43S (PIC 

43S) qui comprend les facteurs d’initiation eIF1, eIF1A, eIF5 ainsi que le complexe eIF3, la 

petite sous-unité 40S, le complexe ternaire composé de la methionine-ARNt initiateur 

(ARNt-Met(i)) et du facteur d’initiation eucaryote eIF2 associé à une molécule de GTP. La 

formation de PIC 43S peut suivre deux voies différentes. La première consiste à assembler 

le complexe ternaire à la sous-unité 40S qui, elle, est déjà associée aux facteurs d’initiation 

eIF1, eIF1A, eIF5 et au complexe eIF3. La seconde voie débute par la formation du 

complexe de facteur d'initiation multiple (MFC) qui comprend le complexe ternaire associé 

aux facteurs d’initiation eIF1, eIF5 et au complexe eIF3. Par la suite, il y a recrutement de 

eIF1A en même temps que la sous-unité 40S, ce qui permet de former le complexe de pré-

initiation 43S 222 (figure 1.16). 
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Figure 1.16 : L’initiation de la traduction. 

Schéma représentant les différentes étapes de l’initiation de la traduction chez les eucaryotes. 
L’initiation a besoin de l’activation de l’ARNm et de la formation du complexe PIC 43S. L’ARNm activé 
recrute le complexe PIC 43S qui va scanner l’ARNm jusqu’à la reconnaissance du codon initiateur 
«AUG». Il y aura, par la suite, recrutement de la sous-unité 60S du ribosome, ce qui permettra à la 
traduction d’entrer dans la seconde phase qui est l’élongation. Les facteurs participant à ce processus 
sont indiqués. Se référer au texte pour connaître leur rôle. Illustration adaptée de Hinnebusch, 2017. 
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PIC 43S est alors recruté au niveau de l'extrémité du 5'UTR de l'ARN déroulé par l'hélicase 

eIF4A. Son positionnement est assuré par les interactions entre eIF4G et le complexe eIF3, 

mais également par eIF4B qui interagit avec la sous-unité ribosomale 40S 222. Ensemble, 

eIF4F et le complexe de pré-initiation 43S forme le complexe PIC 48S (figure 1.16). 

La région 5'UTR de l'ARNm est alors scannée par le complexe PIC 48S. Ce scan implique 

l'hydrolyse du GTP, qui est associé à eIF2 par eIF5. Cependant, la libération du phosphate 

inorganique est bloquée par eIF1 jusqu'à la reconnaissance du codon initiateur "AUG". 

Ainsi, PIC 48S est à la recherche du codon initiateur "AUG" dans un contexte favorable qui 

est reconnu par la présence de la séquence Kozak 223. Cette séquence stabilise l'interaction 

avec PIC 48S marquant le début de la séquence codante au niveau du site P de la sous-

unité ribosomale 40S qui est reconnue par l'ARNt-Met(i). Cette reconnaissance permet la 

libération du facteur eIF1 mais également de eIF5 qui lui est associé à eIF2-GDP. Sous 

l'action de eIF5B-GTP, la sous-unité 60S peut s'associer à la sous-unité 80S, formant, par 

le fait même, le ribosome 80S avec un ARNt au site P. Le ribosome est donc capable de 

s'engager dans la seconde étape de la traduction qui est l'élongation 222 (figure 1.16). 

Une étape critique de l'initiation de la traduction est la reconnaissance de la séquence 

Kozak. Cette séquence correspond à C(A/G)CCAUGG où le codon "AUG" initiateur est 

souligné. Les nucléotides qui entourent cette séquence ont une grande influence sur la 

reconnaissance du codon initiateur. Le nucléotide en position -3 et celui en position +4 par 

rapport au "A" de "AUG" (nucléotide en gras) sont importants. Leur présence indique un site 

d'initiation "fort" par opposition au site "faible" quand ces derniers sont différents. En effet, il 

stabilise l'interaction avec PIC 48S via les différents facteurs eIF1A et eIF2 224. Ainsi, en 

présence d'une séquence kozak forte ou en présence d'une structure secondaire de type 

tige boucle en aval du codon d'initiation, l'initiation peut être effectuée en présence de codon 

"non AUG" 225. Les codons « non-AUG » diffèrent des codons « AUG » par le changement 

d’un nucléotide (ex : CUG, GUG, ACG, AUU). Ces codons « non AUG » n’ont pas tous la 

même efficacité pour initier la traduction. Cependant, il peut s'agir du même ARNt initiateur, 

comme c'est le cas pour les codons d’initiation "ACG" et "AUU" ou bien d'ARNt initiateur 

utilisant la leucine pour les codons initateur "CUG" et "UUG" 225,226. Dans le cas de l'utilisation 

de l'ARNt initiateur utilisant la leucine, il s'agit du facteur d'initiation eIF2A qui le prend en 

charge au lieu de eIF2 227,228. 
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8.4.2 L'élongation 

C'est au cours de cette phase que la séquence codante de l'ARNm sera traduite en protéine. 

Contrairement à l'initiation de la traduction, l'élongation est un processus plus simple et 

hautement conservé entre les eucaryotes et les procaryotes. Cette étape fait intervenir 

différents facteurs d'élongation (eEF : eukaryotic elongation factors). Au début de cette 

phase, l'ARNt-Met(i) se situe au site P du ribosome. Le second codon du transcrit à traduire 

se situe au site A et attend un ARNt compatible. Cet ARNt est déposé par le complexe 

ternaire eEF1A-ARNt-aa-GTP. eEF1A est une protéine G qui lie l'ARNt associé à son acide 

aminé de façon GTP dépendante. La compatibilité entre le codon de l'ARNm et l'anti-codon 

de l'ARNt induit l'hydrolyse du GTP aboutissant au relargage de eEF1A-GDP laissant 

l'ARNt-aa au niveau du site A du ribosome 229,230. eEF1A-GDP sera pris en charge par la 

GEF eEF1B qui remplacera le GDP par du GTP permettant à eEF1A-GTP de lier un nouvel 

ARNt-aa 229,230. La chaîne polypeptidique de l'ARNt du site P est alors transférée à 

l'aminoacyl-ARNt du site A ajoutant ainsi un acide aminé supplémentaire à la chaîne 

polypeptidique. Le ribosome subit alors la translocation qui est effectuée grâce au facteur 

d'élongation eEF2-GTP qui entre dans le site A où il subira l’hydrolyse de son GTP. À l'issue 

de la translocation, le site A est de nouveau libre pour recevoir un nouvel ARNt-aa. Le cycle 

de cette étape d'élongation se poursuit jusqu'à l'étape de terminaison qui correspond à 

l'identification d'un codon "STOP" par le ribosome 231. 

La vitesse d'élongation du ribosome a été mesurée entre 3,1 et 4,9 acides aminés par 

seconde. Cependant, cette vitesse n'est pas constante tout au long de l'ARNm puisqu'elle 

est influencée par différents paramètres tels que la rareté des codons ou la combinaison 

des codons 232. En effet, il est assumé que la rareté des différents codons aboutit à ce que 

ces derniers soient traduits à une vitesse différente. Cela serait lié à la quantité d'ARNt 

disponible pour chaque codon et du fait que certains ARNt sont beaucoup moins abondant 

que d'autres obligeant le ribosome à attendre un ARNt spécifique 233,234. De plus, la 

combinaison des codons a également été montrée pour affecter la vitesse de traduction 

213,235. Par exemple, chez S. cerevisiae, 17 paires de codon ont été montrées pour avoir un 

effet inhibiteur sur la traduction et pour réduire la vitesse de la traduction 235. La vitesse de 

la traduction a également été montrée pour avoir un impact important sur le repliement de 

la protéine néosynthétisée et sur la stabilité de l'ARNm 232. 
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8.4.3 La terminaison 

La terminaison a lieu lorsque le ribosome arrive à un codon "STOP". Ce dernier est au 

nombre de trois et correspond aux codons "UAA", "UGA" et "UAG". Chez les eucaryotes, la 

terminaison requiert deux facteurs de terminaison, eRF1 et eRF3 (eRF : eucaryotic release 

factors). Le complexe ternaire composé de eRF1 et de eRF3-GTP occupe le site A du 

ribosome. La reconnaissance des codons STOP par eERF1 simule la présence d'un ARNt 

et déclenche l'hydrolyse du GTP libérant eRF3-GDP ainsi que la chaîne peptidique 230,231. 

Cependant, le ribosome reste encore associé à l'ARNm avec un ARNt au niveau du site P 

et eRF1 au niveau du site A. Pour dissocier l'ensemble de cette structure, ABCE1 (ATP-

binding cassette subfamily E1 membre 1) est alors recrutée par eRF1 et les deux sous-

unités du ribosome se dissocient 231,236. Ils pourront alors être recyclés pour la traduction 

d'un nouvel ARNm 236. 

8.4.4 Recyclage des composants de la traduction 

Comme indiqué précédemment, lors des différentes étapes de la traduction, la cellule utilise 

différents facteurs. Certains d'entre eux ont besoin de subir des modifications avant de 

pouvoir participer à nouveau aux étapes de la traduction. C'est le cas des différents facteurs 

qui utilisent du GTP pour fonctionner. Ainsi, eIF2-GDP est pris en charge par eIF2B qui 

permet d'échanger le GDP pour du GTP permettant à eIF2-GTP de s'associer à nouveau 

avec un ARNt-Met(i). C'est également le cas pour eEF1A-GDP qui est pris en charge par 

eEF1B. eEF1A-GTP pourra de nouveau s'associer à un ARNt-aa 230.  

De leur côté, eEF2, eRF3 et eIF5B fonctionnent de manière GEF indépendante. Cela serait 

principalement expliqué par une affinité réduite pour le GDP ou une haute constante de 

dissociation pour le GDP ne nécessitant pas la présence de GEF pour procéder à l'échange 

du facteur nucléotidique. De plus, cet échange serait aidé par le fait que le niveau de GTP 

dans la cellule est plus élevé que le niveau de GDP favorisant la régénération spontanée 

vers la forme active 237. 

8.5 Le contrôle traductionnel 

Le contrôle post-transcriptionnel permet de réguler finement l'expression d'un gène. Ce 

contrôle comprend l'épissage, l'export nucléaire, la localisation, la stabilité et la traduction. 

En ce qui concerne la traduction, la cellule a mis en place des mécanismes agissant 
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spécifiquement au niveau de certains ARNm ou bien de façon globale au niveau de la cellule 

affectant ainsi une grande partie des ARNm. 

8.5.1 Régulation globale par la machinerie traductionnelle 

Parmi les trois étapes de la traduction que sont l'initiation, l'élongation et la terminaison, 

l'initiation est sans doute celle qui joue le rôle le plus déterminant. Deux voies majeures sont 

connues pour participer à la régulation globale de la traduction par la machinerie 

traductionnelle. 

La première concerne la phosphorylation de eIF2α (une des 3 sous-unités de eIF2) qui est 

l'une des régulations les mieux caractérisées. Cette phosphorylation se produit sur la sérine 

51 et est liée à l'induction d'un stress. En effet, la phosphorylation de eIF2α l’empêche 

d'échanger son GDP pour un GTP réduisant ainsi la disponibilité du complexe ternaire eIF2- 

ARNt-Met(i)-GTP nécessaire à l'initiation de la traduction 238. Cela aboutit à une réduction 

globale de l'initiation de la traduction, mais favorise la traduction d'ARNm spécifiques afin 

de répondre à ce stress. La traduction des ARNm spécifiques est possible par la présence 

de uORF qui, en temps normal, préviennent la traduction du principal ORF qui se situe en 

aval. Cependant, en condition de stress menant à la phosphorylation de eIF2α, la traduction 

de ces uORF déclinent favorisant, par le fait même, l'augmentation de la traduction de l’ORF 

principal 238. Quatre protéines kinases sont connues pour phosphoryler eIF2α, il s'agit de 

GCN2 (general control nonderepressible 2), PKR (protein kinase R), HRI (heme-regulated 

initiation factor 2 alpha kinase) et PERK (protein kinase RNA-like endoplasmic reticulum 

kinase). L'activation de chacune d'elles est liée à un stress spécifique 231,239. 

La seconde concerne la protéine serine/thréonine kinase mTOR (mechanistic Target of 

Rapamycin) 240. Cette dernière est connue pour favoriser la traduction en régulant et en 

phosphorylant de 4E-BP (Eukaryotic translation initiation factor 4E-binding protein 1) et S6K 

(Ribosomal protein S6 kinase beta-1) 240. La forme hypophosphorylée de la protéine 4E-BP 

entre en compétition avec eIF4G en liant eIF4E bloquant l’initiation de la traduction 231,240. 

Ainsi, la phosphorylation de 4E-BP par mTOR empêche son activité de séquestration sur 

eIF4E favorisant ainsi le recrutement de eIF4G au niveau de la coiffe. De son côté, la 

phosphorylation de S6K permet l’activation de cette kinase qui, à son tour, stimulera entre 

autre, l'activité hélicase de eIF4A en phosphorylant eIF4B 231,240. 
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8.5.2 Régulation d'ARNm spécifique 

Bien qu'il existe une régulation globale de la traduction, la cellule a mis en place des 

mécanismes permettant de la gérer plus finement et plus spécifiquement en fonction des 

ARNm. Ces moyens font intervenir les protéines liant l'ARN et les structures de l'ARNm tant 

au niveau de la région 5'UTR que de la région 3'UTR. Ces différents éléments vont modifier 

la stabilité du transcrit et ce changement de stabilité se reflète généralement sur la 

concentration de la protéine exprimée. Ils vont également contrôler les différentes étapes 

de la traduction, mais également la localisation de l'ARNm faisant en sorte de produire la 

protéine là où elle est nécessaire. 

8.5.2.1 Contrôle par les régions non codantes 

Au niveau de la région 5'UTR, en plus des structures linéaires vues précédemment qui 

peuvent moduler la traduction telles que les uORF et la séquence kozak, les structures 

secondaires ont également un impact important sur cette dernière. En effet, la présence de 

structures secondaires stables peuvent limiter en Cis l'initiation de la traduction en bloquant 

l'accès au complexe de pré-initiation 43S ou en limitant la capacité du ribosome à scanner 

cette région à la recherche du codon "AUG". Par exemple, les structures tige-boucles de 

type IRE (iron responsive element) sont capables de lier les protéines IRP (iron-regulatory 

protein) en faible niveau de fer. Cette structure empêche la formation du complexe de pré-

initiation 43S au niveau de la région 5'UTR bloquant, par le fait même, l'initiation de la 

traduction 241. D'autres structures à proximité de la coiffe de l'ARNm peuvent également 

bloquer l'accès du complexe de pré-initiation 43S à l'ARNm comme la seule présence de 

tige-boucles 242. Enfin, les structures secondaires de type G-quadruplex d'ARN diminuent la 

capacité du complexe 43S à lier l'ARNm, mais diminuent également sa vitesse à scanner 

l'ARNm 216. Par exemple, la protéine FMRP a été montrée pour lier ces structures et les 

stabiliser inhibant l'initiation de la traduction ou l'élongation si ces structures étaient situées 

dans la partie codante de l'ARNm 243,244. L'hélicase eIF4A est donc cruciale pour dérouler 

ces structures secondaires et préparer la voie d'accès à la petite sous-unité ribosomale afin 

de permettre la traduction (figure 1.17).  

Cependant, toutes les structures secondaires retrouvées dans la région 5'UTR ne sont pas 

forcément des répresseurs de la traduction, mais peuvent au contraire favoriser cette 

dernière. C'est le cas, par exemple, des structures permettant le recrutement de eIF3 de 

façon cap indépendante 245. En effet, certains ARN longs non codants (lncRNAs : long non-
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coding RNAs) peuvent activer en Trans la traduction de certains ARNm par un mécanisme 

qui, à ce jour, est encore non déterminé 246. 

Figure 1.17 : Principaux éléments régulateur de la traduction. 

La traduction est régulée par différents éléments agissant en cis. Ensemble, ces éléments participent 
au contrôle traductionnel soit en favorisant ce mécanisme soit, au contraire, en le limitant. Parmis 
ces éléments, nous pouvons citer les structures secondaires, les RBPs, les uORF, la séquence 
codante et Kozak, les miARN et la queue polyA. Illustration par Jonathan Bergeman. 

Tout comme la région 5'UTR, la région 3'UTR peut posséder de nombreuses structures qui 

peuvent lier des RBPs influençant tant de manière négative que positive la traduction de 

l'ARNm ciblé et sa stabilité 247. Les séquences les plus connues au niveau du 3'UTR sont 

les séquences riches en adénosine et en uridine nommées "ARE" (AU-rich element). Elles 

correspondent à des motifs "AUUUA" de 50 à 150 pb 247. En fonction des RBPs qui s'y 

associent, l'ARNm sera stabilisé ou déstabilisé. Il existe de nombreux autres motifs qui 

peuvent influencer la stabilité comme les motifs "CURE" (CU-rich element) et "GURE" (GU-

rich element) 247. De plus, les RBPs situées dans le 3'UTR peuvent bloquer l'élongation ou 

le recrutement des facteurs d'initiation de la traduction au niveau de l'ARNm. Par exemple, 

la RBP hnRNPE1 a été montrée pour bloquer le relargage de eEF1A du site A du ribosome 

80S 248. Aussi, les RBPs hnRNPK et hnRNPE1 qui lient le 3'UTR de l’ARNm lipoxygénase 

sur des motifs "CURE" empêchent le recrutement de la sous-unité 60S du ribosome 

bloquant la formation du ribosome 80S 249. Un autre exemple est la RBP BCD (Homeotic 



 

57 
 

protein bicoid) qui lie le site BRE (BCD response element) de l'ARNm empêchant le 

recrutement de eIF4G par eIF4E, ce qui bloque l'initiation 250. 

De plus, les régions 3'UTR sont la cible principale, bien que non exclusives, des miARN 

(micro ARN) qui affectent directement la stabilité de l'ARNm en favorisant sa dégradation 

ou bien en diminuant la traduction de ce dernier 251. Il s'agit d'un mécanisme très important 

dans la modulation post-transcriptionnelle des ARNm. Les miARNs sont de petites 

molécules d'ARN d'environ 22 nucléotides faisant partie du complexe RISC (RNA-induced 

silencing complex) qui exercera la fonction de déstabilisation ou de répression de la 

traduction 251,252. Les miARNs présentent une complémentarité parfaite ou non à l'ARNm. Si 

la complémentarité est parfaite, alors la protéine Ago2 (Protein argonaute-2) qui est 

présente dans le complexe miRISC (miRNA-induced silencing complex), clivera l'ARNm qui 

sera dégradée 253. Lors d’une complémentarité imparfaite, le complexe miRISC affectera la 

stabilité de l'ARNm en recrutant les facteurs de déadénylation ou les facteurs impliqués 

dans le décoiffage 253. Le complexe miRISC pourra également réprimer la traduction en 

empêchant la formation du complexe d'initiation eIF4F 253,254. 

8.5.2.2 Contrôle par la localisation 

Précédemment, nous avons vu que la traduction de l'ARN est contrôlée par de multiples 

facteurs opérant à différentes étapes. Un autre moyen de régulation du contrôle de la 

traduction est la localisation de l'ARN permettant de synthétiser les protéines à des endroits 

spécifiques. Bien qu'ayant été considéré comme un phénomène rare et limité à quelques 

transcrits, les études globales du transcriptome indiquent qu'il s'agit d'un phénomène 

hautement présent qui pourrait jouer un rôle important dans l'organisation cellulaire des 

fibroblastes et des neurones de même que lors du développement embryonnaire 209,255,256. 

Cela implique donc que la localisation de l'ARNm influence la distribution protéique. En effet, 

certaines protéines doivent être exprimées à un lieu précis afin d’accomplir leur fonction. 

Bien que ce ciblage protéique peut se faire par la présence de séquences peptidiques 

précises, la traduction locale présente de multiples avantages 257. 

Au lieu de transporter une myriade de protéines à partir d'un site distant à chaque fois que 

cela est nécessaire, le transport de la molécule d'ARNm, qui peut être traduite plusieurs 

fois, réduit le coût de transport afin d'être un processus énergétiquement favorable. De plus, 

la traduction locale empêche que des protéines se retrouvent dans des compartiments 

cellulaires où elles pourraient avoir un effet néfaste sur la cellule ou son organisation. Elle 
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favorise aussi l'interaction entre protéines faisant partie d'un même complexe par 

l’expression coordonnée de gènes dans un emplacement subcellulaire commun. Elle 

permet donc de contrôler l'expression des gènes à la fois dans l'espace et le temps afin de 

répondre aux signaux extracellulaires. Les protéines traduites localement sont exemptes de 

toutes modifications post-traductionnelles contrairement aux protéines déjà existantes. Cela 

pourrait permettre à la cellule d'adapter au mieux et plus rapidement la réponse au 

microenvironnement sans avoir besoin de supprimer les modifications sur les protéines déjà 

existantes 257. 

8.5.2.2.1  Les mécanismes principaux du transport des ARNm 

Trois mécanismes ont été décrits pour acheminer un transcrit vers sa destination finale. Ces 

mécanismes, qui peuvent être utilisés conjointement afin d'assurer ce transport, partagent 

tous un certain nombre de points communs qui sont contrôlé par les RBPs. Il faut d’abord 

que la traduction de l'ARNm soit inhibée pendant son transport pour que la protéine ne soit 

produite qu'à destination. Ensuite, afin que les ARNm soient localisés, ils doivent posséder 

des éléments de localisation en cis ou "Zip codes". Cette association entre les ARNm et les 

RBPs peut se faire très tôt lors de la synthèse de l'ARNm et notamment lors de la 

transcription 258,259. Les éléments de localisation d'ARN sont principalement retrouvés dans 

la région 3'UTR de l'ARNm, bien qu'ils existent également dans la région 5'UTR et dans la 

région codante de l'ARNm 260. Il est à noter que les ARNm peuvent être la cible de plusieurs 

RBPs et que chaque RBPs peut cibler un grand nombre d'ARNm différents 261. Cette 

complexité d'interaction fait en sorte qu'il est difficile de connaître le rôle spécifique de 

chaque RBPs dans le contrôle de la localisation. De plus, cela laisse suggérer que c'est la 

combinaison des éléments de séquence et donc des RBPs qui contrôle leur localisation. 

Le premier mécanisme fait intervenir le transport actif et directionnel des transcrits en 

utilisant le cytosquelette, tant les filaments d'actine par l'utilisation des myosines que les 

microtubules par les dynéines et les kinésines 262,263. Ainsi, les ARNm associés aux RBPs 

forment des mRNPs (messenger ribonucleoprotein) qui seront pris en charge par les 

protéines motrices. Le second mécanisme fait intervenir la diffusion suivie d'un ancrage à 

un site particulier dans la cellule 264. Ce mode est souvent associé au troisième mécanisme 

qui fait intervenir une stabilisation et une déstabilisation sélective des transcrits où 

seulement ceux qui sont correctement localisés seront protégés de la dégradation 265 (figure 

1.18). 
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Figure 1.18 : Mécanismes de transport des ARNm. 

Il existe trois mécanismes distincts permettant la localisation des ARNm. A) La protection locale face 
à la dégradation lorsque les ARNm sont correctement localisés. Les autres sont dégradés. B) La 
diffusion passive des RNPs qui sont ancrés localement lorsqu’ils sont arrivés à destination. C) Le 
transport actif via le cytosquelette où les RNPs sont pris en charge par des molécules motrices qui 
permettent le transport le long du cytosquelette d’actine ou des microtubules. Ces modes de 
localisation ne sont pas exclusifs puisqu’une combinaison peut être possible. Illustration par Jonathan 
Bergeman. 

8.5.2.2.2  Rôle de la localisation des ARNm dans le phénotype cellulaire 

Les différents mécanismes de localisation mentionnés plus haut sont impliqués dans 

plusieurs aspects cellulaires comme le développement, la plasticité synaptique et la 

migration.  

 Dans le développement 

Lors du développement embryonnaire chez la drosophile, un modèle particulièrement utilisé 

pour étudier l'importance de la localisation des ARNm lors du développement, il a été montré 

que la localisation des transcrits joue un rôle primordial dans l'acquisition de la polarité 

antéro-postérieur et dorso-ventral. Par exemple, l'ARNm osk se localise au pôle postérieur 

sous l'effet de la kinésine-I qui le transporte le long des microtubules 266. Lors de son 

transport, la traduction est réprimée par la RBP Bruno. Une fois localisé au pôle postérieur, 

l'ARNm osk est traduit. La protéine Osk contrôlera la traduction de l'ARNm nanos, qui lui est 

diffus dans le cytoplasme, en le libérant de Smaug, la RBP répressive de l'expression de 

l'ARNm nanos 267. Ainsi, cela permettra de traduire nanos au pôle postérieur qui établira un 

gradient de concentration. Ainsi, la localisation des ARNm permet un contrôle spatial de 
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l'expression des gènes et l'esquisse du développement est établi bien avant la fécondation 

puisque la localisation de ces ARNm se déroule lors de l'ovogénèse. 

 Dans la biologie neuronale 

Les neurones sont sans doute les cellules les plus grandes et les plus complexes. Elles 

peuvent s'étendre sur des distances de 1 mètre chez l'homme grâce à leur axone. Dès lors, 

cette morphologie pose un magnifique problème quant à la façon dont l'information codifiée 

au niveau du noyau peut atteindre la périphérie cellulaire à un temps donné afin de répondre 

aux stimuli extrinsèques. Pour répondre à ce problème, les neurones ont développé une 

stratégie utilisant la traduction locale. La localisation des ARNm et leur traduction 

contribuent donc au ciblage des protéines synaptiques, des composantes du cytosquelette, 

des canaux ioniques, des protéines mitochondriales et ribosomiques et des protéines 

nécessaires à la biogenèse de la membrane plasmique 268. Cette traduction locale au niveau 

des synapses est nécessaire à la plasticité synaptique et à la mémoire à long terme 269. 

Dans les neurones, la β-actine a un rôle important pour la croissance, la formation et le 

maintien des cônes de croissance et leur mouvement qui nécessite une réorganisation du 

cytosquelette d'actine. Ainsi, la localisation de l'ARNm de la β-actine joue un rôle crucial 

dans la biologie neuronale. Les mRNPs de la β-actine sont transportées à l'aide des 

microtubules vers les cônes 270 et sont dépendantes des RBPs ZBP1 (Zipcode-binding 

protein 1) et Sam68 194,271. Ces deux RBPs lient la séquence 3'UTR de la β-actine. ZBP1 

réprime la traduction de l'ARNm de la β-actine pendant son transport 193,272. À destination, 

la tyrosine kinase Src (Proto-oncogene tyrosine-protein kinase Src) phosphoryle ZBP1 sur 

différents résidus impliqués dans la liaison à l'ARNm permettant ainsi l'expression de 

l'ARNm 273. La protéine ZBP1 permet donc un contrôle spatio-temporel de l'expression de 

la β-actine. 

La protéine kinase mTOR, qui est une protéine centrale dans la biologie cellulaire, contrôle 

plusieurs voies dont celles de la régulation et de la synthèse protéique. Elle a été montré 

récemment comme nécessaire en cas de blessure neuronale. Son ARNm est transporté le 

long des axones blessés, puis est traduit en protéine. Ces nouvelles protéines mTOR 

soutiennent alors la synthèse protéique afin de réparer la blessure de l'axone. La localisation 

de l'ARNm mTOR est contrôlée par son 3'UTR. Le transport est effectué par la RBP 

nucléoline et par la kinésine Kif5A qui elle, transporte ce complexe le long des microtubules 

274. 
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 Dans la migration cellulaire 

La migration cellulaire est, comme vue précédemment, un processus cyclique bien 

orchestré qui inclus la formation de protrusions et d'adhérences focales au niveau du front 

de migration ainsi que la polarisation cellulaire et le détachement à l'arrière de la cellule afin 

de permettre la translocation du corps cellulaire. Ces évènements sont régulés par des 

facteurs spécifiques qui exercent leur action à un endroit précis et qui sont souvent 

hautement enrichis au niveau de ces lieux d'action. Cette distribution asymétrique des 

protéines participe donc à la polarité cellulaire qui est maintenue pendant la migration 

cellulaire 72,86. En plus de cette distribution asymétrique des protéines, il y a également une 

distribution des ARNm entre le front et l'arrière de la cellule 209. Ainsi, la traduction locale a 

été montrée pour être un élément régulateur indispensable à la localisation de ces protéines 

au niveau des protrusions cellulaires et à la stabilité de ces dernières. Cependant, la 

localisation des ARNm seule ne peut préjuger de l'expression protéique locale. En effet, les 

ARNm de RBPs et des protéines ribosomales, bien que présents au niveau des protrusions, 

ne sont que faiblement traduites 275. La traduction locale participe donc à l’établissement de 

cette distribution asymétrique. 

Par exemple, c’est le cas de la localisation de l'ARNm de la β-actine au niveau des 

fibroblastes en migration. Comme au niveau des neurones, l'ARNm de la β-actine est pris 

en charge par la RBP ZBP1 qui permet la répression de la traduction et son transport. À 

destination, les mêmes processus permettront la traduction de l'ARNm de la β-actine et 

cette traduction a pu être visualisée par microscopie en temps réel 276. Cependant, une 

différence notable entre ce processus de localisation et celui impliqué au niveau des 

neurones est l'utilisation du cytosquelette d'actine pour le transport des RNPs 277. La 

diminution de l’expression de cet RBP a été montré pour altérer le transport et la localisation 

d’autres ARNm impliqués dans la migration cellulaire et l’adhésion comme ceux de l’α-

actinine, la E-cadhérine et Arp-16, une sous unité du complexe Arp2/3 278,279. 

De plus, lors de ce processus de migration cellulaire, il a été montré pour la première fois 

que les différentes protéines d'un même complexe sont traduites localement à un même 

endroit. C’est le cas de cette étude qui a mis en évidence que les ARNm codant pour les 

sept sous-unités du complexe Arp2/3 sont localisés dans les protrusions de fibroblaste. 

Cette colocalisation, qui est dépendante à la fois du cytosquelette d'actine et des 

microtubules, suggère un mécanisme facilitant l'assemblage du complexe protéique au 
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travers de la traduction locale 280. Tant pour l'ARNm de la β-actine que pour les ARNm du 

complexe Arp2/3, l'activation de la voie Rho est nécessaire à leur localisation 281,282. 

Plusieurs RBPs, en plus de ZBP1, ont été montrées pour être importantes au niveau de la 

localisation des ARNm dans les protrusions. Ainsi, la protéine APC, qui a été montré pour 

être une RBP 283, et FMRP sont nécessaires à la relocalisation des ARNm au niveau des 

protrusions 209. Tout comme ZBP1, FMRP est relocalisée via le cytosquelette d'actine 284. 

En ce qui concerne APC, elle est relocalisée au niveau des protrusions sous l'effet de la 

rigidité de la matrice extracellulaire à l'aide de microtubules détyrosinées. Elle transporte, 

au niveau des protrusions, des ARNm impliqués dans la migration cellulaire 285. La 

traduction des ARNm associés à APC est régulée par la RBP FUS/TLS, laquelle promeut 

la traduction dans les protrusions 286. 

8.6 Les drogues affectant la traduction 

Plusieurs molécules peuvnt affecter les mécanismes de traduction. Ces différentes drogues 

ciblent des étapes diverses de la traduction. Voici quelques exemples de ces inhibiteurs qui 

sont couramment utilisés. Cette liste ne se veut pas exhaustive et de nombreux autres 

inhibiteurs existent. De plus, les inhibiteurs de la traduction peuvent avoir des efficacités 

différentes entre le système eucaryote et procaryote. 

En ce qui concerne celles qui ciblent la translocation, nous pouvons citer la cycloheximide 

et l’emetine. La cycloheximide a été identifiée pour lier le site E de la sous-unité 60S du 

ribosome. En plus d’empêcher la translocation du ribosome lors de l’étape de l’élongation, 

elle stabilise les ribosomes au niveau de leur ARNm 287. L’emetine, de son côté, se lie à la 

sous-unité 40S du ribosome. Cependant, contrairement à la cycloheximide, l’effet de 

l’emetine est irréversible 288. 

L’anisomycine (ani) et la puromycine (puro) sont connues pour interférer avec la formation 

de la liaison peptidique. L’anisomycine se lie au site A de la sous-unité ribosomale 60S et 

stabilise les ribosomes 289. La puromycine, quant à elle, déstabilise les ribosomes lorsqu’elle 

se lie au site A, car cette drogue mime un ARNt associé à son acide aminé. Une fois la 

puromycine incorporée dans la chaîne peptidique en cours de synthèse, l’élongation est 

bloquée et la chaîne peptidique est relarguée du ribosome qui se dissocie 290. 

L’initiation de la traduction peut être inhibée en utilisant l'arsénite de sodium ou 

l’harringtonine. L’arsenite de sodium produit un stress oxydatif qui conduit à la 
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phosphorylation de eIF2α, ce qui diminue la disponibilité du complexe ternaire eIF2- ARNt-

Met(i)-GTP nécessaire à l’initiation de la traduction et qui inhibe la formation des polysomes 

291. L’harringtonine inhibe également l’initiation de la traduction en se fixant au site A de la 

sous-unité 60S du ribosome lorsque la petite et la grande sous-unité sont dissociées. Ainsi, 

lorsqu’elles s’associent pour former le ribosome 80S au site d’initiation, ce dernier reste 

bloqué à cet endroit. L’harringtonine bloque donc uniquement l’élongation lors de l’initiation 

et n’a aucun effet sur les ribosomes préalablement formés 213,288. 
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9 Hypothèse et objectifs 

Un processus central dans le développement métastatique est la capacité des cellules 

cancéreuses à adhérer à l'endothélium des vaisseaux sanguins afin d'initier l'invasion du 

tissu distant. Plusieurs études ont montré que les cellules cancéreuses utilisent les 

intégrines (α4β1) pour accroître la solidité de l'adhésion cellulaire envers les cellules 

endothéliales. Ce type d'intégrines reconnaît les molécules de fibronectine qui participent à 

la composition de la matrice extracellulaire, mais également les molécules VCAM-1 qui sont 

exprimées par les cellules endothéliales 292,293. Ces interactions permettent donc à la cellule 

cancéreuse de former des points focaux d'adhésion, de s'étaler, de migrer puis d'envahir 

l'organe secondaire. 

Lors de la migration cellulaire, l'engagement des intégrines avec leurs ligands permet de 

recruter de l'ARNm et des ribosomes au niveau des points focaux d'adhésion 294. En effet, 

la localisation des ARNm et la traduction locale au niveau des protrusions cellulaires et du 

front de migration sont nécessaires à la migration cellulaire 275,285,286. Cependant, le rôle de 

la traduction lors de l'adhésion et de l'étalement cellulaire n’a pas été, à ce jour, beaucoup 

étudié rendant difficile de déterminer sa fonction exacte et son importance dans ces 

processus. Les SICs, localisés au-dessus d'un point focal d'adhésion immature, contiennent 

plusieurs RBPs et ARN ribosomaux, ce qui est cohérent avec l'étude qui a montré le 

recrutement d’ARNm et de ribosomes aux points focaux. De plus, de nombreuses protéines 

identifiées pour être présentes dans les SICs ont été montrées pour participer au transport 

et à la traduction des ARNm. Par exemple, la protéine FUS/TLS est nécessaire à la 

traduction des ARNm transportés par APC 286 et la protéine RACK1 est associée au 

ribosome et permet la traduction d'ARNm tels que la β-actine en plus d'avoir été montrée 

pour être associée aux intégrines 295–297. De plus, l'inhibition de RACK1 aboutit à des défauts 

dans l'étalement cellulaire 295. Ensemble, ces données renforcent la notion de proximité 

entre la traduction, l'adhésion et l'étalement cellulaire. Cela suggère qu’une traduction 

localisée au niveau des SICs pourrait être nécessaire au début de l'adhésion et permettre 

la transition vers l'étalement cellulaire. Cela nous permet donc de poser l'hypothèse que le 

métabolisme des SICs contrôle l'adhésion et la transition vers l'étalement cellulaire et que 

ce contrôle s’effectue par la traduction locale au niveau de cette structure. Dans le cadre de 

mon doctorat, nous avons établi deux objectifs : 
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Objectif 1 : Caractériser le dynamisme des SICs et les voies de signalisation les contrôlant. 

Le but de cette partie a été de compléter l'étude de Hoog et al., qui a mis en évidence les 

SICs. Pour ce faire, nous avons cherché à caractériser cette structure en étudiant sa 

dynamique par microscopie en temps réel. De plus, nous avons cherché à identifier les voies 

de signalisation la contrôlant et à évaluer leurs effets sur la cinétique d’adhésion et 

l’étalement. Enfin, nous nous sommes intéressés aux RBPs et à leur rôle dans le 

métabolisme des SICs (chapitre 2 section 1). 

Objectif 2 : Déterminer le rôle de la traduction dans la formation et le métabolisme des SICs 

et son mécanisme de régulation dans l’adhérence des cellules SICs positives. 

Nous avons donc cherché à identifier si les SICs étaient un lieu de traduction, mais 

également à évaluer l’effet de l’inhibition de la traduction sur le métabolisme de ces derniers. 

Par la suite, nous nous sommes intéressés à la dynamique traductionnelle lors de l’adhésion 

et avons cherché à identifier les protéines traduites lors de ce processus (chapitre 2 section 

2). Enfin, nous avons étudié l'importance de la traduction dans l'adhésion cellulaire, tant au 

niveau des cellules mésenchymateuses (SICs positives) que des cellules épithéliales (SICs 

négatives). Nous avons également évalué le rôle de la traduction lors de l’invasion cellulaire, 

étape qui fait suite à l’adhésion cellulaire dans le processus de développement tumoral 

(chapitre 2 section 3).



 

 
 

 

Chapitre - 1 
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méthodes 



 

67 
 

1 Matériels 

1.1 Culture cellulaire 

Les cellules MRC-5 (cellules fibroblastiques embryonnaires de poumon humain), les cellules 

CaCo-2 (adénocarcinome colorectal humain), les cellules HeLa (adénocarcinome du col de 

l’utérus humain) et les cellules HEK 293T ont été cultivées dans du milieu DMEM 

(Dulbecco’s modified Eagle’s medium ; (219-010; Wisent) supplémenté avec 10% de sérum 

de veau fœtal. Les cellules NHDF (fibroblastes dermiques) ont été cultivées dans le milieu 

FBM (fibroblast growth basal medium ; CC3131; Lonza). Les cellules NMuMG (cellules 

épithéliale murines de la glande mammaire) ont été cultivées dans du milieu DMEM 

complété avec 10% de sérum de veau fœtal, 2 mM de L-glutamine (Wisent), 10 mM 

d’HEPES pH 7.4 and 10 μg ml−1 insuline. Les cellules HUVEC (cellules endothéliales 

vasculaires ombilicales humaines) ont été maintenue en culture dans le milieu EGM2 

(endothelial cell growth medium 2 ; CC3156; Lonza). L’ensemble de ces cellules sont 

maintenues en chambre humide thermostatée à 37C, 5% CO2. Les cellules MDA-MB-231 

(cellules humaine du cancer du sein hautement métastatique) et les cellules MDA-MB-468 

(cellule humaine du cancer du sein faiblement métastatique) sont maintenues en culture 

dans du milieu Leibovitz’s L-15 (41300-039; Gibco) supplémenté avec 10% de sérum de 

veau fœtal et maintenues à 37°C sans ajout de CO2 en chambre humide. 

Les cellules sont maintenues en culture par passage successif par trypsination (325-043 

EL ; Wisent) sans jamais atteindre la confluence jusqu’à un maximum de 6-10 passages. 

1.2 Les anticorps 

Les anticorps utilisés au cours de ce travail sont répertoriés dans le tableau 2.1. Il est 

également indiqué la dilution d’utilisation de chaque anticorps en fonction des méthodes 

utilisées.



 

68 
 

Tableau 2.1 : Liste des anticorps utilisés et dilution d’utilisation. 

 

   Dilution de travail 

Nom Fournisseur Référence W.B I.F 

Anticorps primaire 

4E-BP1 Cell Signaling Technology 9644 1/5000   
p-4E-BP1 (Ser65) Cell Signaling Technology 9456 1/1000   

AKT Cell Signaling Technology 9614 1/1000   
Claudine-1 Cell Signaling Technology 13255 1/1000   

E-cadhérine Cell Signaling Technology 3195 1/1000   
eIF2α Cell Signaling Technology 9722 1/1000   

p-eIF2α (Ser51) Cell Signaling Technology 9721 1/500   
FMRP Fournier et al., 2013    1/1 
G3BP1 Gallouzi et al., 1998 1/2000 1/1000 
GAPDH Cell Signaling Technology 5174 1/1000   

GST Cell Signaling Technology 2625   1/100 
HSP70 Cell Signaling Technology 4872S 1/1000   

N-cadhérine BD Bioscience 610920 1/1000   
Paxillin BD Bioscience 610052   1/200 

Puromycine clone 12D10 EMD millipore MABE343 1/25000 1/12500 
RhoA Cell Signaling Technology 2117 1/1000   

RxxS/T-P Cell Signaling Technology 9614   1/1000 
Sam68 Chen et al., 1999 1/2000 1/200 

Slug Cell Signaling Technology 9585 1/500   
Twist Santa Cruz sc-81417 1/500   

Vimentine BD Bioscience 550513 1/10000   
Vinculine Sigma-Aldrich V9131   1/400 
α-actinine Cell Signaling Technology 6487   1/1000 
β-actine Cell Signaling Technology 8457 1/2000   

β-caténine Cell Signaling Technology 8480 1/1000   

Anticorps secondaire 

Anti-IgG de souris-HRP  Cell Signaling Technology 7076 1/5000   
Anti-IgG de lapin-HRP  Cell Signaling Technology 7074 1/5000   

Anti-IgG de souris-Alexa 488 Cell Signaling Technology 4408   1/500 
Anti-IgG de lapin-Alexa 488 Cell Signaling Technology 4412   1/500 

Anti-IgG de souris-Alexa 555 Cell Signaling Technology 4409   1/500 
Anti-IgG de lapin-Alexa 555 Cell Signaling Technology 4413   1/500 
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1.3 Les inhibiteurs 

Les différents inhibiteurs utilisés sont indiqués dans le tableau 2.2 avec leur concentration 

respective. 

Tableau 2.2 : Liste des différents inhibiteurs et leur concentration d’utilisation. 

Nom Fournisseur Référence Concentration  
Puromycine (application SunSET) Bio-Basic PJ593 10 µg/mL 

Puromycine (Test d'adhésion) Bio-Basic PJ593 2,5 µg/mL 
Cycloheximide Sigma-Aldrich 01810-5G 50 µg/mL 

Y27632 Sigma-Aldrich Y0503-1MG 10 µM 
Anisomycine Sigma-Aldrich A5862-0.5ML 10 µg/mL 

ISRIB Sigma-Aldrich SML0843 1µM 
PP2 Sigma-Aldrich P0042-5MG 100 nM 

1.4 Constructions plasmidiques 

Pour ce travail, les plasmides suivant ont été utilisés : 

- Le plasmide lentiviral pLKO.1 puro (addgene # 8453) permet l’expression de shRNA (short 

hairpin RNA). Ces derniers ont été clonés par les sites de restriction AgeI et EcoRI. Le 

tableau 2.3 indique la séquence des différents shRNA utilisés. 

Tableau 2.3 : Liste des shRNA et de leur séquence. 

Cible Séquence (5' => 3') 

Sam68 
CCGGGAGCAAAGTTGTTACTGATTTCTTGCTCGAGCAAGAAATCAGTAACAACTTTGCTCA

TTTTTTG 

G3BP1 
CCGGACATTTAGAGGAGCCTGTTGCTGAACTCGAGTTCAGCAACAGGCTCCTCTAAATGT

TTTTTG 
RhoA CCGGTGGAAAGACATGCTTGCTCATCTCGAGATGAGCAAGCATGTCTTTCCATTTTTG 

Contrôle CCGGGCGCGATAGCGCTAATAATTTCTCGAGAAATTATTAGCGCTATCGCGCTTTTTG 

La séquence soulignée représente la séquence cible 

- Le plasmide lentiviral pLJM1 (Addgene #19319) a permis l’expression de la eGFP 

(Enhanced Green Fluorescent Protein), du gène de résistance à la puromycine dans les 

cellules HUVECs, de l’expression des mutants Sam68 et de l’expression du facteur de 

transcirption Twist dans les lignées MDCK (Madin-Darby Canine Kidney cells) et NMuMG. 

L’ADNc de Twist a été cloné par PCR dans le pLJM1 à partir du plasmide pBabe-puro-

mTwist (Addgene #1783) via les sites de restriction AgeI et EcoRI. L’ADNc de Sam68 a été 

cloné par PCR à partir de l’ARNm et inséré dans le plJM1 par les site NheI et EcoRI. Les 

mutants ont été créé par mutagénèse dirigée. 
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- Le plasmide lentiviral pLJM1 a également été utilisé pour réaliser les expériences 

d’hybridation in situ en fluorescence (FISH : fluorescence in situ hybridization), afin 

d’exprimer la eGFP. Cependant, à la suite de la séquence eGFP un site de polyadhénylation 

(séquence BGH) a été ajouté. Les 3’UTR des différents ARNm ont été clonés entre la 

séquence eGFP et BGH. 

- Pour la production des lentivirus, les plasmides psPAX2 (Addgene #12260) et pMD2.G 

(Addgene #12259) ont été utilisés. 

- Le plasmide pGEX-4T-3 a été utilisé et la portion de ROCK2967-1085 humain a été clonée par 

PCR au niveau des sites de restriction BamHI et EcoRI.  

1.5 La microscopie 

Pour cette étude, les microscopes utilisés sont : 

- le FV1000 (confocal laser-scanning, Olympus) équipé d’un objectif 60X (1.42 NA, splan 

APO) contrôlé par le logiciel FluoView. L’acquisition des images a été effectuée sur des 

cellules fixées à température ambiante. 

- le Nikon Eclipse Ti-E à fluorescence équipée d’un objectif 20X ou 60X. Ce microscope 

équipé d’une chambre thermostatée à 37C, 5% CO2 a permis l’acquisition des vidéos en 

temps réel. De plus, il a également été utilisé pour acquérir les images à fluorescence des 

chambres de boyden et d’adhésion avec la fonction « plan large » (8 champs par 8 champs 

avec l’objectif 20X). Ce microscope est contrôlé par le logiciel NIS-Element. 

Les réactifs utilisés pour ces études sont répertoriés dans le tableau 2.4 

Tableau 2.4 : Liste des réactifs fluorescents. 

Nom Fournisseur Référence I.F 
Oligo(dT)30-Alexa 594 IDT  125nM 

Phalloïdine Biotium 00040 / 00042 1/500 
Dapi Sigma-Aldrich D9542 1 µg/mL 

Sonde EGFP Stellaris VSMF-1014-5 125nM 

1.6 Les réactifs, matériels et équipements 

La liste des réactifs, matériels et équipements est indiquée dans le tableau 2.5 
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Tableau 2.5 : Liste des réactifs. 

Réactifs/Matériels/Équipements Compagnie 
Numéro de 
catalogue 

Commentaires/Description 

DMEM Wisent 319-005-CL  
EGM2 (endothelial cell growth medium 2 ; CC3156; 

Lonza) 
Cedarlane CC-3162  

Leibovitz’s L-15 Invitrogen 41300-039  
Trypsine Wisent 325-043 EL  

FBS Thermo Fisher Scientific 12483020  
Western Lightning Plus-ECL Perkin Elmer NEL104001EA  

Ibidi µ-Dish 35 mm, high, ibiTreat Ibidi 81156  
FluoroDish World Precision Instruments F35-100  

Cellules MRC-5 ATCC CCL-171  
Cellules HeLa ATCC CCL-2  

Cellules MDA-MB-231 ATCC HTB-26  
Cellules MDA-MB-468 ATCC HTB-132  

Cellules CaCo-2 Cedarlane HTB-37  
Cellules NHDF Lonza CC-2509  
Cellules MDCK ATCC CCL-34  

Cellules NMuMG Laboratoire Nicolas Bisson-Université Laval -  
Cellules HUVECs Cedarlane C2519A  

Fv1000 Olympus - Système d'imagerie confocale 
Fiji software - - http://fiji.sc 

PBS (Phosphate buffered saline) Bio-Basic PD8117  
Formaldehyde 37% Solution Bio-Basic C5300-1  

Triton X-100 Bio-Basic TB0198  
BSA Fisher Bioreagents BP9702-100  

Tween20 Fisher Bioreagents BP337-500  
Formamide Sigma F5786  

Rnase murin inhibteur New England Biolabs (NEB) M0314L  
ROCHE complete EDTA Sigma 4693159001  

ARNt Sigma 10109541001  
Chambre de boyden Fisher 7200149  

STRIPWELL Fisher 07-200-97  
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2 Méthodes 

2.1 Les lentivirus 

2.1.1 Production 

Afin de produire les lentivirus, une transfection des HEK 293T à 70% confluente est effectuée avec 

12µg de plasmide lentiviral (pLKO.1 ou pLJM1), 6 µg de psPAX2, 2µg de pMD2.G pour un pétri de 

10 cm. Le milieu de culture est remplacé 6 heures après transfection. Le surnageant est récupéré 48 

heures post-transfection et filtré à l’aide d’un filtre 0.45µm. Il est aliquoté et congelé à -80°C jusqu’à 

utilisation. 

2.1.2 Infection 

Un pétris de 35 mm de cellules à 50 % confluente est mis en contact avec 1ml de surnageant lentiviral 

avec 8µg/ml de polybrene pendant une nuit. Le lendemain, le milieu de culture est remplacé. La 

puromycine, l’agent de sélection, est ajoutée 48 heures post infection. Les cellules sont sélectionnées 

pendant 48 heures. 

2.2 La microscopie en temps réel 

Les cellules sont décollées par l’action de la trypsine et sont maintenues en suspension pendant 20 

min à 37°C. Elles sont par la suite ensemencées dans un pétris à fond de verre recouvert de 

fibronectine. Ce recouvrement est effectué à l’aide d’une solution de 10 µg/mL de fibronectine 

pendant 2 heures à 37°C dans un pétri fluoroDishTM. Au moment de l’ensemencement, l’acquisition 

au microscope Nikon Eclipse Ti-E démarre et acquiert une image aux 2 ou 3 secondes pendant 2 

heures. 

2.3 Les immunofluorescences 

Les cellules ensemencées dans un pétri à fond de plastique (81156, Ibidi) sont rincées brièvement 

avec du PBS (phosphate buffered saline) puis fixées avec 3.7% de paraformaldehyde (PFA) dans du 

PBS pendant 20 min à température ambiante (TA). Par la suite, elles sont lavées 3 fois avec du PBS 

et perméabilisées avec 0.5% Triton X-100 dans du PBS pendant 5 min à TA. Entre chaque étape 

suivante, trois lavages de 5 minutes au PBS-Tween 0.1% sont effectués : Les cellules sont bloquées 

avec 2% BSA dans du PBS pendant 1 heure à TA. Le marquage immunologique est réalisé en 

effectuant la dilution appropriée de l’anticorps (tableau 2.1) dans du PBS puis incubé 1 heure à TA. 

L’immunofluorescence (I.F) est complétée par l’anticorps secondaire et la phalloïdine qui sont dilués 

dans du PBS (tableau 2.3) et incubés 1 heure à TA. Enfin le marquage du noyau est réalisé par le 

DAPI dilué dans du PBS-Tween 0.1% pendant 5 min. L’acquisition des images est effectuée avec le 

microscope confocal FV1000 olympus. 
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2.3.1 Essai d’affinité in situ Rho[GTP]  

Le marquage de la protéine Rho-GTP a été effectué selon Berdeaux et al., 2004 298. Brièvement, 

comme pour le protocole d’immunofluorescence, les cellules sont rincées, fixées, perméabilisées et 

bloquées. Par la suite, la protéine recombinante GST-ROCK2967-1085 est diluée dans du PBS à une 

concentration finale de 50µg/ml et incubée 1H à TA. Après lavage, une immunofluorescence est 

réalisée en utilisant l’anticorps anti-GST (glutathione S-transférase) selon le protocole 

d’immunofluorescence. À la suite de l’immunofluorescence, une fixation avec 3.7% de 

paraformaldeyde dans du PBS pendant 10 min TA est effectuée. 

La protéine recombinante GST-ROCK2967-1085 est produite à l’aide des bactéries BL-21 suite à 

l’induction à l’IPTG (0.5mM pendant 4 heures à 30°C) lorsque la densité optique à 600 nm est 

comprise entre 0.6 et 0.8. Après centrifugation, les bactéries sont lysées par sonication dans 

le tampon de lyse (50mM Tris pH 7.5, 1% NP-40, 150mM NaCl, 5mM MgCl2, 1mM DTT, 

cOmplete™ EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail (11873580001, Roche). Le lysat est 

clarifié par centrifugation à 20000g pendant 30 min à 4°C puis mis en contact avec des billes 

de glutathione sepharose et incubé 1 heure à 4°C sous rotation. Les billes sont lavées 5 fois 

avec le tampon de lyse puis incubées à 4°C pendant 2 heures avec une solution de 

gluthatione réduite (50 µM de glutathione réduite, 50 mM de Tris-HCl pH 9). Apres 

centrifugation, le surnageant est dosé pour connaitre sa concentration en protéine 

recombinante. 

2.4 FISH d’ARN 

Les cellules ensemencées dans un pétri à fond de plastique (81156, Ibidi) sont rincées après 55 

minutes d’adhésion avec du PBS puis fixées avec 3.7% PFA dans du PBS pendant 30 min à TA. 

Après trois rinçages au PBS, elles sont perméabilisées avec de l’éthanol à 70% une nuit à 4°C. Les 

cellules sont incubées dans le tampon d’équilibration (2x SSC, 10% formamide) pendant 5 minutes 

à TA. Elles sont par la suite hybridées avec 125 nM de sonde d’ARN (oligo(dT)-Alexa 594 ou dirigé 

contre l’eGFP) dilué dans le tampon d’hybridatio, (2x SSC, 10% formamide, 10% dextran sulfate, 

400 U/mL de RNase inhibiteurs, 1 mg/mL ARNt) et incubé dans une chambre humide, à l’obscurité 

à 37°C pendant 16 heures. Après hybridation, les cellules sont incubées pendant 30 min à 37°C dans 

le tampon d’équilibration. Deux lavages de 5 min sont effectués dans la tampon 2x SSC. Par la suite, 

les images sont acquises en microscopie confocale. 
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2.5 Test d’adhésion 

2.5.1 Sur fond de plastique 

Les cellules en phase exponentielle de croissance sont décollées par l’action de la trypsine, comptées 

et traitées ou pas avec différents inhibiteurs. Pour inhiber la traduction, la cycloheximide a été utilisée 

à 50 µg/mL tandis que la puromycine a été utilisée à 2.5 µg/mL. En ce qui concerne l’inhibition de 

ROCK, l’inhibiteur Y27632, un prétraitement de 2H a été réalisé avant de procéder au décollement 

des cellules et d’effectuer le test. Les cellules sont ensemencées à raison de 25000 cellules par puits 

dans une plaque de 96 puits composée de 12 barrettes de 8 puits (Stripwell, Corning). Ensuite, les 

cellules sont incubées selon leur condition de culture pendant 30, 60, 90, 120 min. Ainsi, pour chaque 

temps d’adhésion, 7 réplicats sont effectués, le puits vide de chaque barrette sera utilisé comme 

contrôle de bruit de fond. À l’issue du temps d’adhésion les puits sont lavés puis fixés avec 3.7% de 

PFA pendant 20 minutes et marqués au DAPI. L’intensité de fluorescence pour chaque puits des 

différents temps d’adhésion est mesurée à l’aide du « Fluoroskan Ascent Microplate Fluorometer » 

(Thermo Scientific). 

2.5.2 Sur cellules HUVECs 

Les cellules HUVECs, résistantes à la puromycine par transduction lentivirale, sont ensemencées 

sur un pétri 35mm à fond de verre à raison de 20000 cellules par pétri et mises en croissance jusqu’à 

confluence en présence de puromycine (0.5 µg/mL) pour 48 à 72 heures. Les cellules MDA-MB-231 

ou MDA-MB-468, transduites avec un lentivirus codant pour la GFP, sont décollées par trypsination 

et maintenues en suspension en présence ou absence de 2.5 µg/mL puromycine pendant 20 min à 

37°C. Les cellules MDA sont ensuite déposées sur la couche de cellules endothéliales toujours en 

présence ou absence de puromycine et incubées pendant 3 heures à 37°C afin d’évaluer leur 

capacité d’adhérence. À l’issue de ce temps d’incubation, les cellules sont lavées avec du PBS, fixées 

avec 3.7% de PFA pendant 10 minutes et un marquage au DAPI est réalisé.  L’acquisition des images 

est effectuée en microscopie à fluorescence à l’aide de l’objectif 20X et la fonction « plan large ». 

Chaque condition est réalisée en triplicata et l’analyse porte sur 4 plans larges pour chacun d’entre 

eux. 

2.6 Chambre de boyden 

Les 25000 cellules HUVECs, résistantes à la puromycine par transduction lentivirale, sont 

ensemencées sur une membrane poreuse (taille des pores : 5µm) recouverte de gélatine et mises 

en croissance pendant 48 à 72 heures jusqu’à confluence. Les cellules MDA-MB-231 ou MDA-MB-

468 sont décollées par trypsination et maintenues en suspension en présence ou absence de 2.5 

µg/mL puromycine pendant 20 min à 37°C. Les cellules MDA sont ensuite déposées dans la partie 

supérieure de la chambre de boyden toujours en présence ou absence de puromycine et incubées 
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pendant 3H à 37°C. Les cellules de la partie supérieure sont ensuite grattées et lavées tandis que 

les cellules MDA qui ont migré à travers la membrane sont imagées à l’aide de l’objectif 20X et la 

fonction « plan large ». Chaque condition est effectuée en triplicata. 

2.7 Polysomes 

Les cellules MRC-5 en phase exponentielle de croissance sont décollées par l’action de la trypsine 

puis maintenues en suspension pendant 20 minutes à 37°C. Elles sont par la suite mises à adhérer 

pendant 10, 20, 40, 60, 90, 120, 240, 360 minutes. À l’issue de ce temps d’adhésion, elles sont 

lysées. Cette lyse est effectuée avec 1 ml de tampon polysomal (20 mM Tris, pH 7.5, 150 mM NaCl, 

1.25 mM MgCl2, 5 U/mL RNase inhibiteur, cOmplete™ EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail, 1 mM 

DTT, 1% NP-40), 10 passages au travers d’une aiguille 10G et maintenu sur glace pendant 20 min. 

Le lysat est clarifié par centrifugation à 12000g pendant 20 minutes à 4°C. Les extraits 

cytoplasmiques sont déposés sur un gradient de sucrose linéaire 15-55% et centrifugés pendant 2 

heures 30 minutes à 230 000 x g à 4°C. Chaque gradient est par la suite analysé à l’aide de 

l’« Automated Density Fractionation System ». Ce système permet une analyse en continu de 

l’absorbance à 254 nm en fonction du gradient ce qui permet d’établir le profil polysomal de l’extrait 

cellulaire. Il permet également de collecter des fractions de 500 µL en fonction de ce gradient. 

L’analyser du profil polysomal est effectué en calculant l’aire sous la courbe pour chaque entité de 

ce profil. Cette expérience est effectuée en triplicata. 

2.8 Test d’activité traductionnelle 

2.8.1 Par un immunobuvardage 

L’activité traductionnelle lors de l’adhésion a été évaluée avec l’incorporation de la puromycine 

(méthode SUnSET (surface sensing of translation)) 299. Pour ce faire, les cellules MRC-5 ont été 

décollées par l’action de la trypsine puis maintenues en suspension pendant 20 minutes à 37°C. Elles 

sont par la suite mises à adhérer pendant 10, 20, 40, 60, 90, 120, 240, 360 minutes. 5 minutes avant 

la fin du temps d’adhésion, la puromycine a été ajoutée à raison de 10 µg/mL pendant 5 min. Les 

cellules sont rincées immédiatement avec du PBS froid et grattées dans une solution de Laemmli 

(2% SDS, 10% glycérol, 5% 2-mercaptoethanol, 0.002% bleu de bromophénol et 62.5 mM Tris HCl, 

pH 6.8.) 

2.8.2 Microscopie confocale 

Les cellules sont décollées par l’action de la trypsine et sont maintenues en suspension pendant 20 

min à 37°C. Elles sont par la suite ensemencées dans un pétri à fond de plastique (81156, Ibidi). 

Après 55 minutes, les cellules sont traitées pendant 5 minutes avec du milieu de culture contenant 

10 µg/mL de puromcycine pendant 5 min. Les cellules sont brièvement rincées avec du PBS froid et 

fixé avec 3.7% de PFA. Par la suite une immunofluorescence est effectuée suivant le protocole 
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indiqué précédemment avec un anticorps anti-puromycine 12D10. L’acquisition des cellules est 

effectuée par microscopie confocale. 

2.9 Immunoprécipitation en condition dénaturante des peptides 
puromycinilés 

Les cellules sont traitées pendant 5 minutes selon leur condition de culture avec un milieu contenant 

10 µg/mL de puromycine. À l’issue de ce traitement, les cellules sont rincées avec du PBS froid. Elles 

sont grattées dans une solution dénaturante (1% SDS, 5mM EDTA, 10 mM beta-mercaptoéthanol), 

chauffées pendant 5 min à 95°C et soniquées. Le lysat est clarifié par centrifugation à 12000 X g 

pendant 10 min. Le surnageant est dilué au 1/10 dans du PBS puis filtré sur centricon (limite de 10 

kDa). Cette étape est répétée une seconde fois, elle a pour objectif d’éliminer la puromycine libre afin 

d’optimiser la capacité d’immunoprécipitation. L’extrait est dilué au 1/10 dans une solution de 

neutralisation (10mM Tris; adjust to pH 7.4, 1mM EDTA, 150mM NaCl, 1% Triton X-100, cOmplete™ 

EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail) dans lequel l’anticorps anti-puromycine 12D10 sera ajouté. 

Après une heure de rotation à 4°C, les billes d’agarose protéine A seront rajoutées et à nouveau 

incubées pendant une heure à 4°C sous rotation. Après 3 lavages dans la solution de neutralisation, 

les billes seront soit envoyées en spectrométrie de masse pour analyse soit resuspendues dans du 

laemmli pour analyser par immunobuvardage. 

2.10 Analyse des images 

L’ensemble des images acquises en microscopie confocale ont été analysées avec le logiciel libre 

Fiji, une version du logiciel libre ImageJ (https://imagej.net/Fiji). 

2.10.1 Détermination de l’enrichissement 

Afin de déterminer l’enrichissement au niveau des SICs par rapport au cytoplasme, nous avons utilisé 

la méthode suivante : 

L’image est ouverte avec le logiciel Fiji au plan d’intérêt. Une ligne est tracée avec l’outil de dessin 

(barre d’outils => Straight) à travers les régions de la cellule où la quantification est désirée. 

L’épaisseur de la ligne peut être modifiée en double-cliquant sur l’outil, et les valeurs d’intensité seront 

moyennées sur la largeur de la ligne. Après que la ligne soit correctement définie, le profilage de 

l’intensité du signal le long de la ligne est obtenu (barre de menu : Analyze => Plot Profile). La fenêtre 

qui s’ouvre affiche donc le profil correspondant à l’intensité du signal pour chaque pixel du canal 

sélectionné (fluorophore spécifique) le long de la ligne pour ce plan d’intérêt. Ce processus doit donc 

être répété pour chaque plan et chaque fluorophore où la quantification est souhaitée. Les valeurs 

numériques sont obtenues (barre de menu dans la fenêtre => Copy) et peuvent être traitées dans un 

tableur.  
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2.10.2 Quantification du signal dans un volume cellulaire désigné 

L’image est ouverte avec le logiciel Fiji au plan d’intérêt et l’aire à quantifier est dessinée en utilisant 

les outils de forme géométrique (barre d’outils : rectangular, oval ou polygon). La quantification sera 

alors effectuée dans cette zone. Par la suite il est nécessaire d’ajuster le niveau de seuil de détection 

pour éviter le bruit de fond (barre de menu : image => adjust => threshold). En déplaçant ce seuil de 

détection, on s’assure d’éliminer tout le signal des pixels situés à l’extérieur de la cellule. Afin que les 

paramètres de mesure tiennent compte de ce niveau de seuil de détection, il est nécessaire de le 

valider dans les paramètres (barre de menu : Analyse => Set Measurements et cochez Limit to 

threshold et Integrated Density). La mesure du signal d’intérêt est alors obtenue et traitée par un 

tableur (barre de menu : Analyse => Measure).



 

 
 

 

Chapitre - 2 
Résultats 
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1 Caractérisation des SICs 

1.1 Un point d'ancrage dynamique riche en protéines d'adhésion 

1.1.1 Les SICs, une structure d'adhésion dynamique 

Pour étudier la formation des SICs et leur dynamisme, le modèle cellulaire MRC-5 a été 

utilisé. Il s'agit de cellules primaires fibroblastiques humaines, une lignée préalablement 

utilisée pour définir les SICs 159. Les SICs, qui correspondent à une structure sphérique 

dense, se localisent en périphérie de la cellule. La microscopie en temps réel a permis de 

déterminer le dynamisme de cette structure (figure 3.1-A). Leur formation ressemble à celle 

d'un bleb retrouvé dans la migration amiboïde. En effet, il est possible d'observer une phase 

d'extension, de stabilisation et de rétraction. La durée de vie d'un SIC est d’environ 30 

secondes et se découpe en différentes phases. Il y a d’abord la phase d'extension qui dure 

environ 10 secondes, puis elle est suivie d'une phase de stabilisation d'une durée d'environ 

4 secondes. À l'issue de cette phase de stabilisation, la phase de rétraction à lieu pour une 

durée d'environ 16 secondes, ce qui conduit à la résorption du SIC. Il s'agit donc d'une 

structure hautement dynamique (figure 3.1-A). De plus, cette analyse par microscopie en 

temps réel indique que les SICs précèdent l'étalement cellulaire. En effet, lors de la phase 

d'étalement, il n'y a plus de formation de SICs visible (figure 3.1-B image à 400 et 750 

secondes) contrairement à la phase qui précède cet étalement (figure 3.1-B, image à 60 et 

200 secondes).  
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Figure 3.1 : Imagerie de microscopie en temps réel de la dynamique des SICs dans 
des cellules MRC-5 en processus adhésion. 

A) Les cellules MRC-5 sont mises en adhésion sur un pétri FluoroDishTM recouvert de fibronectine. 
Les différentes flèches indiquent un SIC et le temps de l’acquisition de chaque image est indiqué. 
Les images sont acquises toutes les 2 secondes et une séquence de 30 images permet la 
visualisation de la dynamique des SICs. B) Séquence d’images acquise à des temps de 60, 200, 400 
et 750 secondes. Le contour de la cellule est indiqué en pointillé. Résultats de Bergeman et al., 2016. 
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1.1.2 Une structure riche en protéines d'adhésion 

Dans un premier temps, l'intérêt a été d'analyser la présence de la vinculine et de la paxiline 

au niveau des SICs afin de confirmer l'étude précédente qui avait préalablement montré leur 

relocalisation dans ces structures 159 (figure 3.2). La microscopie confocale a été utilisée 

pour déterminer la structure des SICs. Au niveau de la section du bas de la cellule, qui 

correspond à la coupe située au plus proche de l'interface entre la cellule et la matrice 

extracellulaire, des regroupements de vinculine et de paxilline sont visibles. Ils colocalisent 

également avec un enrichissement de filaments d'actine (F-actine) révélé par l'utilisation de 

la phalloïdine. Ces regroupements correspondent à la présence d'un point focal d'adhésion. 

Au-dessus de ces derniers, la structure sphérique entourée de filaments d'actine correspond 

à un SIC. Dans cette structure, nous notons donc la présence de protéines impliquées dans 

la formation des points focaux d'adhésion telles que la vinculine et la paxilline (figure 3.2). 

Figure 3.2 : Présence de protéines impliquées dans la formation des points focaux 
d'adhésion au niveau des SICs. 

Image de microscopie confocale montrant la localisation de la F-actine (rouge ; détectée par la 
phalloïdine CF™ 568), de la vinculine (vert) et de la paxilline (vert) dans les SICs de deux cellules 
MRC-5 nouvellement adhérentes. Pour chaques cellules, deux sections d’acquisition sont visibles. 
La section du bas correspond au plan des points focaux d’adhésion tandis que la section du milieu 
correspond au plan à mi-hauteur des SICs. Les images agrandies des zones encadrées le sont d’un 
facteur de 2.5 fois. Barres d’échelle : 10 μm. Résultats de Bergeman et al., 2016. 
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Cette structure transitoire, trouvée dans les cellules nouvellement adhérées, semble 

étroitement liée au complexe d'adhésion. En effet, elle commence à environ 1 µm au-dessus 

des points focaux d'adhésion naissants (figure 3.3). 

Figure 3.3 : Le SIC, une structure surplombant les points focaux d’adhésion. 

Image représentative de microscopie confocale montrant la localisation de la F-actine (rouge ; 
détectée par la phalloïdine CF™ 568) et de la vinculine (vert) dans les SICs d’une cellule MRC-5 
nouvellement adhérente. Le panneau inférieur correspond à la séquence d’empilement de la zone 
encadrée des images du dessus agrandies de 2.5 fois. Cette séquence d’empilement démarre de la 
section la plus basse vers la section du milieu des SICs d'une cellule MRC-5 adhérente. Cet 
empilement représente la distance entre le complexe d’adhésion focale nouvellement formé et les 
SICs. Barres d’échelle : 10 μm. Résultats de Bergeman et al., 2016. 

Nous avons voulu quantifier la distribution cellulaire du signal vinculine afin de comparer 

l'enrichissement au niveau des SICs par rapport au cytoplasme. Pour cela nous avons utilisé 

une méthode utilisant les images de microscopie confocale afin d’effectuer une 

quantification précise. Nous avons donc, pour chaque plan de l'image, quantifié le signal de 

tous les canaux le long d'une même ligne (figure 3.4-A, B et C image confocale). Ainsi, pour 

chaque plan, nous sommes capables de définir la répartition du signal le long de cette ligne 

(figure 3.4-A, B et C graphique).  
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Figure 3.4 : Détermination de l’enrichissement de la vinculine au niveau des SICs. 

Image de microscopie confocale montrant la distribution de la F-actine (rouge ; détectée par la 
phalloïdine CF™ 568) et de la vinculine (vert) dans une cellule MRC-5 nouvellement adhérente. 
Quantification du signal le long d’un axe pour différents plans. Cette quantification est représentée 
au niveau du graphique associé à chaque plan. A) Correspond au plan du bas. B) Correspond au 
plan du milieu. C) Correspond au plan du haut. D) Correspond à la projection d’intensité de 
l’ensemble des plans. Abréviation : C : cytoplasme, N : noyau, PF : point focaux. Barres d’échelle : 
10 μm. Résultats de Bergeman et al., 2016.  
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Nous pouvons donc observer que pour la section du bas (plan 1), l'intensité du signal 

vinculine est plus importante au niveau du point focal d'adhésion qu’au niveau du 

cytoplasme et qu'il co-localise également avec l’enrichissement du signal de F-actine (figure 

3.4-A). En ce qui concerne le plan 7, nous pouvons observer que le signal vinculine, situé 

au niveau des SICs, est plus important que celui du cytoplasme et qu'il est entouré d'un 

signal F-actine correspondant à la structure décrite précédemment (figure 3.4-B). Pour le 

plan 13, notre ligne de quantification est située dans la section supérieure des SICs et, à 

cet endroit, le signal vinculine est plus fort au niveau du cytoplasme que dans les SICs 

(figure 3.4-C). Si nous compilons la répartition du signal le long de la ligne de quantification 

pour chaque plan d'acquisition, nous sommes capables de définir la présence globale du 

signal vinculine au niveau des SICs par rapport au cytoplasme pour la cellule entière (figure 

3.4-D). Ainsi, nous pouvons en déduire que le signal vinculine est enrichi d'environ 1.6 fois 

plus au niveau des SICs que par rapport au cytoplasme. 

Ainsi, ces données montrent bien la présence des SICs au-dessus des points focaux 

d'adhésion lors de l'adhésion cellulaire. De plus, la structure des SICs est également 

confirmée et se compose d'une structure sphérique située 1 µm au-dessus d'un point focal 

d'adhésion et entourée de filaments d'actine. Elle est riche en protéines de structure 

d'adhésion. Enfin, nous montrons qu'il s'agit d'une structure hautement dynamique avec une 

durée de vie courte qui précède l'étalement. Ainsi, ces données suggèrent que les SICs 

agiraient comme un lieu de stockage protéique compartimenté localement ou à des sites de 

fabrication de protéines impliquées dans la formation et la maturation des sites d'adhérence 

focale nécessaires à l'adhésion et à la transition vers l'étalement cellulaire. 

1.2 RhoA est nécessaire à la formation des SICs et à la consolidation de 
l'adhésion 

La microscopie en temps réel a permis d'identifier la dynamique et le cycle de vie d'un SIC 

qui ressemble aux blebs retrouvés dans la migration amiboïde. L'adhésion et l’étalement, 

qui s'effectuent de façon SICs dépendante, semblent donc partager des similarités avec la 

transition amiboïde mésenchymateuse. En effet, à l’état amiboïde, la cellule est ronde et 

migre par les blebs alors qu’à l’état mésenchymateux, cette même cellule est allongée et 

migre à l’aide de protrusions. La seule divergence moléculaire connue entre l'état 

mésenchymateux et l'état amiboïde concerne l'activité des voies RhoA/ROCK et Rac 1 

114,300. L'état amiboïde dépend de la forte activité de RhoA/ROCK contrairement à l'état 

mésenchymateux qui lui dépend de l'activité de Rac1 et d'une activité restreinte de RhoA. 
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1.2.1 La voie RhoA/ROCK active au niveau des SICs 

Nous avons donc décidé d'évaluer l'activité de RhoA au niveau des SICs en utilisant une 

protéine de fusion purifiée GST-ROCK2967-1085 qui se lie spécifiquement à la forme active de 

RhoA, c'est-à-dire RhoA-GTP 298. En présence du peptide ROCK2967-1085, nous pouvons 

observer, comme attendu, la présence de signal au niveau des SICs (figure 3.5-A).  

Figure 3.5 : RhoA-GTP est enrichie au niveau des SICs. 

(A) Distribution cellulaire représentative de la forme active de RhoA (RhoA-GTP) dans une cellules 
MRC-5 nouvellement adhérée en utilisant la protéine recombinante purifiée GST-ROCK2967-1085 
comme sonde (panneau de gauche). L'association de ROCK2967-1085 avec RhoA-GTP a été détectée 
à l'aide d'un anticorps anti-GST suivi d'un anticorps secondaire couplé à Alexa Fluor 555 (rouge). 
GST a également été utilisé comme sonde primaire (contrôle négatif), confirmant que le signal 
observé est conféré par ROCK2967-1085 lié à RhoA et non la GST (panneau de droite). La F-actine a 
été détectée à l'aide de la phalloïdine CF™ 488 (vert). Les images agrandies des zones encadrées 
le sont d’un facteur de 2.5 fois. (B) Graphique de la répartition de RhoA actif au travers des SICs et 
du cytoplasme. Le graphique représente l’intensité du signal le long de l’axe (indiquée par la flèche) 
d'une cellule MRC-5 adhérente représentative. Ce signal correspond à GST- ROCK2967-1085 purifié 
(rouge) qui détecte la forme active de RhoA, à la F-actine (vert) et au DAPI (bleu). (C) Distribution 
cellulaire représentative de RhoA actif détecté par la protéine recombinant purifiée GST-ROCK2967-

1085 (vert) ou de F-actine (avec phalloïdine CF™ 568; rouge) dans les cellules MRC-5 exprimant le 
shRNA RhoA (panneau supérieur) ou un shRNA contrôle (panneau inférieur). (D) Efficacité du 
shRNA RhoA dans des cellules MRC-5. Expression de la protéine RhoA dans le lysat de cellules 
exprimant un shRNA contrôle ou shRNA RhoA. Barres d’échelle : 10 μm. Résultats de Bergeman et 
al., 2016. 
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Cependant, en absence de la séquence ROCK2967-1085, le système de détection basé sur la 

protéine GST ne présente aucun signal montrant à la fois la spécificité de l'anticorps et 

l'incapacité de la protéine GST à lier des constituants cellulaires (figure 3.5-A). La 

distribution de RhoA actif au niveau de la cellule a été quantifiée et montre une présence 

presque exclusive au niveau des SICs par rapport au reste du corps cellulaire (figure 3.5-

B). Nous confirmons que ce système de détection dépend bien de RhoA puisque la 

détection de RhoA-GTP est fortement diminuée dans des cellules exprimant un petit ARN 

en épingle à cheveux dirigé contre RhoA (shRhoA) (figure 3.5-C). En effet, le shRhoA utilisé 

a pour effet de diminuer le niveau d'expression de RhoA d'au moins 85% (figure 3.5-D). 

Ainsi, par ce système, nous montrons une forte activation de RhoA au niveau des SICs. 

Bien que RhoA ait de nombreux effecteurs, son principal est ROCK. De plus, la voie 

RhoA/ROCK joue un rôle primordial dans le maintien de l'état amiboïde. Au vu de la 

répartition de RhoA-GTP et de son enrichissement au niveau des SICs, nous nous sommes 

interrogés sur une activité de ROCK dans cette structure. Les motifs de phosphorylation de 

cette sérine/thréonine kinase sont connus et sont RxxS*/T* et RxS*/T* (R correspondant à 

une arginine, X à un acide aminé quelconque et S*/T* à la sérine ou la thréonine 

phosphorylée) 301. Afin de reconnaître ces motifs de phosphorylation, nous avons utilisé un 

anticorps spécifique au motif RxxS*/T*. Comme nous pouvons l'observer dans la figure 3.6-

A, nous avons bien la présence de ces motifs phosphorylés au niveau des SICs. En 

regardant la distribution de ce signal au travers de la cellule, nous pouvons observer qu'il 

est majoritairement localisé au niveau des SICs bien qu'il y en ait légèrement dans le corps 

cellulaire, plus précisément au niveau du cortex cellulaire (figure 3.6 B). Bien que ce motif 

de phosphoryation est également partagé par d’autres kinases comme AKT, la présence 

commune du motif RxxS*/T* et de la forme active de RhoA au niveau des SICs (figure 3.5) 

renforce l'idée qu’il y a activation de la voie RhoA/ROCK dans cette structure d’adhésion. 
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Figure 3.6 : Motifs phosphorylés par ROCK enrichis au niveau des SICs. 

A) Distribution cellulaire représentative des motifs RxxS*/T* (R correspondant à une arginine, X à un 
acide aminé quelconque et S*/T* à la sérine ou la thréonine phosphorylée) dans une cellule MRC-5 
nouvellement adhérente. La F-actine a été détectée à l'aide de la phalloïdine CF™ 488 (vert). Les 
images agrandies des zones encadrées le sont d’un facteur de 2.5 fois. B) Graphique de la répartition 
des motifs RxxS*/T* au travers des SICs et du cytoplasme. Le graphique représente l’intensité du 
signal le long de l’axe (indiquée par la flèche) d'une cellule MRC-5 adhérente représentative. Ce 
signal correspond à RxxS*/T* (rouge), à la F-actine (vert) et au DAPI (bleu). 

1.2.2 La voie RhoA/ROCK nécessaire à la formation des SICs 

L'activation de la voie RhoA/ROCK au niveau des SICs suggère qu’elle pourrait contribuer 

à leur formation comme elle le fait pour l’état amiboïde. Afin, de valider cette hypothèse, 

nous avons décidé de quantifier le nombre de cellules SICs positives au cours au temps en 

présence d’un inhibiteur de l'activité de ROCK, le Y27632. En sa présence, le nombre de 

cellules SICs positives au cours du temps diminue de façon drastique, et cela dès les 30 

premières minutes d'adhésion. En effet, en absence de traitement, environ 70% des cellules 

forment des SICs à 30 minutes d'adhésion et seules 15% en forme en présence de 

l'inhibiteur de ROCK. À 60 minutes, 60% des cellules non traitées forment encore des SICs 

et plus aucune en présence du Y27632. Le même effet est observable avec le shRhoA 

(figure 3.7). Ces résultats montrent que la formation des SICs est dépendante de l'activité 

de la voie RhoA et qu'elle nécessite également l'effecteur ROCK. 
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Figure 3.7 : L’activité de la voie RhoA/ROCK nécessaire à la formation des SICs. 

Quantification du nombre de cellules SICs positives au cours du temps en absence ou en présence 
d’inhibition de la voie RhoA/ROCK. Cette voie est inhibée soit par l’expression d’un shRNA dirigé 
contre RhoA ou bien par l’inhibition de ROCK par le Y27632. L’analyse statistique a été réalisée sur 
plus de 40 cellules provenant de tests d'adhésion en triplicata pour chaque condition. La barre 

d’erreur représente l’écart type. *** = valeur du test de Student bilatéral ≤ 0,001. Résultats de 

Bergeman et al., 2016. 

1.2.3 La voie RhoA/ROCK nécessaire à la consolidation de l'adhésion des 
cellules SICs positives 

À la vue des résultats précédents, à savoir que la voie RhoA est nécessaire à la formation 

des SICs, nous avons voulu évaluer la capacité d'adhésion des cellules en présence d'un 

shRhoA (figure 3.8). Nous pouvons observer que les cellules exprimant un sh contrôle ont 

une adhésion initiale d’environ 40% moins rapide que les cellules traitées à l'aide du shRhoA 

et ce, dès les premières 30 minutes (figure 3.8). L'adhésion rapide des cellules traitées avec 

un shRhoA est associée à une adhésion cellulaire accélérée par rapport aux cellules 

contrôles, mais également à l'absence de formation de SICs (figure 3.7 et figure 3.8). 

Cependant, cet étalement accéléré semble être associé à une faiblesse dans le processus 

d’adhésion, puisqu’en présence de shRhoA, l'adhésion diminue d'environ 30% à 60 minutes 

par rapport aux cellules contrôles et cela se poursuit dans le temps (figure 3.8). Ce résultat 

indique donc qu’en plus de la nécessité de la voie RhoA pour former les SICs, cette dernière 

est nécessaire pour consolider l'adhésion. 



 

89 
 

Figure 3.8 : L’inhibition de la voie de RhoA affecte l’adhésion des cellules SICs 
positives. 

L’adhésion des cellules MRC-5 est évaluée au cours du temps en présence d’un shRNA contrôle ou 
d’un shRNA dirigé contre RhoA. La barre d’erreur représente l’écart type. *** = valeur du test de 
Student bilatéral ≤ 0,001. Résultats de Bergeman et al., 2016. 

Ce changement de cinétique dans l’adhésion cellulaire a été confirmé et visualisé par 

microscopie en temps réel. Les cellules MRC-5 ont été traitées avec ou sans l’inhibiteur de 

ROCK, Y27632, l’effecteur de RhoA (figure 3.9). Nous pouvons observer que dès 15 

minutes d’adhésion sur fibronectine en présence d’inhibiteur, la grande majorité des cellules 

sont adhérées et étalées alors que pour les cellules non traitées, la majorité d’entre elle 

n’ont pas procédé à leur adhésion bien que certaines soient étalées. 

Figure 3.9 : Inhiber la voie RhoA/ROCK induit un étalement accéléré. 

Les cellules MRC-5 sont mises en adhésion sur un pétri FluoroDishTM recouvert de fibronectine. Elles 
sont traitées en présence ou en absence de l’inhibiteur de ROCK (Y27632). Séquence d’images 
acquises à des intervalles de temps régulier (2 min). Résultats de Bergeman et al., 2016. 
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Afin de savoir si cette adhésion précoce, non durable dans le temps, est liée à l’absence de 

la formation des SICs par l’inhibition de la voie RhoA, nous avons décidé d'utiliser des 

cellules HeLa qui ont été montrées pour être des cellules SICs négatives 159. Nous avons 

donc évalué la capacité de ces cellules à adhérer en inhibant la voie ROCK et de les 

comparer aux cellules MRC-5 SICs positifs (figure 3.10).  

Figure 3.10 : L’inhibition de la voie de RhoA/ROCK affecte uniquement l’adhésion des 
cellules SICs positives. 

L’adhésion des cellules est évaluée au cours du temps en présence de l’inhibiteur de ROCK 
(Y27632). A) Cellules MRC-5 (SICs positives) B) Cellules HeLa (SICs négatives). La barre d’erreur 
représente l’écart type. Valeur du test de Student bilatéral *** ≤ 0,001. Résultats de Bergeman et al., 
2016. 

Tout d'abord, nous pouvons observer le même profil d’adhésion entre les cellules MRC-5 

traitées avec l'inhibiteur Y27632 (figure 3.10-A) et les cellules traitées avec le shRhoA (figure 

3.8). Cela permet donc de confirmer, d’une autre façon, que l'inhibition de la voie 

RhoA/ROCK et la disparition des SICs induient une adhésion plus rapide des cellules sans 

que cette dernière ne soit durable dans le temps. Cependant, si nous traitons des cellules 

HeLa avec ce même inhibiteur, nous pouvons observer que la cinétique d'adhésion ne 

change pas par rapport aux cellules non traitées (figure 3.10-B). Cela suggère qu’affecter la 

voie RhoA/ROCK n’interfère pas sur la capacité d’adhésion des cellules SICs négatives. 

Ces résultats montrent que la voie RhoA/ROCK est nécessaire dans les cellules SICs 

positives puisque son inactivation bloque la formation des SICs et interfère avec l’adhésion 

contrôlée par ces derniers ce qui force un étalement cellulaire prématuré. Cela suggère 

donc que l'activité de RhoA/ROCK permet de limiter l'étalement cellulaire afin de consolider 

l'adhésion et que les SICs ont un rôle à jouer dans ce processus. 
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1.3 Présence de protéines qui lient l'ARN et d'ARNm 

1.3.1 Les protéines qui lient l'ARN enrichies au niveau des SICs 

De nombreuses protéines ont été identifiées par méthode SILAC (Stable isotope labeling by 

amino acides in cell culture) pour être potentiellement localisées au niveau des SICs 159. Un 

certain nombre de ces dernières sont également retrouvées dans le complexe 

ribonucleoprotéique de Sam68 302. De plus, une étude précédente a également montré que 

la protéine Sam68 est aussi localisée au niveau de la membrane plasmique lors de 

l'étalement cellulaire et qu’elle est nécessaire à l'activité de RhoA 192. La phosphorylation 

sur les résidus tyrosine en C-terminal de Sam68 est nécessaire tant pour sa relocalisation 

au cytoplasme que pour maintenir l'activité de RhoA 302,303. Ensemble, ces données 

suggèrent que Sam68 pourrait être relocalisée au niveau des SICs lors de l'adhésion 

cellulaire. 

Pour valider cette hypothèse, nous avons effectué une immunofluorescence contre Sam68, 

mais également contre G3BP1 et FMRP, deux autres RBPs retrouvés dans le complexe 

ribonucléoprotéique de Sam68 302 et potentiellement localisées dans les SICs 159. Lorsque 

les cellules sont étalées, Sam68 a une localisation exclusivement nucléaire contrairement à 

G3BP1 et FMRP qui ont une localisation majoritairement cytoplasmique (figure 3.11 ; 

panneau du haut). Cependant, lorsque la cellule est en adhésion, nous pouvons observer 

une relocalisation de Sam68 au niveau du cytoplasme, mais également une présence au 

niveau des SICs tout comme pour G3BP1 et FMRP (figure 3.11 ; panneau du bas). 

Figure 3.11 : Les RBPs Sam68, G3BP1 et FMRP relocalisent au niveau des SICs. 

Images représentatives de microscopie confocale montrant la localisation de Sam68, G3BP1 et 
FMRP (rouge) dans des cellules étalées (panneau du haut) ou en adhésion (panneau du bas). La F-
actine est détectée par la phalloïdine CF™ 488 (vert). Les images agrandies des zones encadrées 
le sont d’un facteur de 2.5 fois. Barres d’échelle : 10 μm. Résultats de Bergeman et al., 2016. 
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Afin de savoir si ces RBPs sont enrichies au SICs par rapport au cytoplasme, nous avons, 

dans un premier temps, mesuré la diffusion passive qui existe au sein de la cellule afin de 

nous assurer que leur localisation n'était pas liée à ce mécanisme. Pour cela, nous avons 

utilisé la eGFP et avons mesuré sa présence au travers de la cellule (figure 3.12-A). Bien 

que la eGFP soit localisée au niveau des SICs, cette présence est 40% inférieure par rapport 

au cytoplasme, indiquant ainsi que l’enrichissement de la eGFP est environ moitié moins 

important dans les SICs que dans le cytoplasme. En ce qui concerne les protéines Sam68, 

G3BP1 et FMRP, nous pouvons observer un enrichissement au niveau des SICs par rapport 

au cytoplasme (figure 3.12-B). En effet, la quantification de la diffusion normalisée montre 

clairement un enrichissement de 260% pour Sam68, de 340% pour G3BP1 et de 220% pour 

FMRP. Ces résultats indiquent donc que la présence de ces protéines est liée à une 

localisation spécifique et contrôlée (figure 3.12).  
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Figure 3.12 : Les RBPs Sam68, G3BP1 et FMRP sont enrichies au niveau des SICs. 

A) Graphique de la répartition des protéines GFP, Sam68, G3BP1 et FMRP au travers des SICs et 
du cytoplasme. Le graphique (milieu) représente l’intensité du signal le long de l’axe (indiquée par la 
flèche) d'une cellule MRC-5 adhérente représentative (à gauche). Ce signal correspond à la protéine 
d’intérêt, à la F-actine et au DAPI (bleu). A) Répartition de la protéine GFP (vert), F-actine (rouge) et 
au DAPI (bleu). B) Répartition de la protéine Sam68, G3BP ou FMRP (rouge), F-actine (vert) et au 
DAPI (bleu). L’enrichissement relatif SICs/cytoplasme est représenté par le graphique à droite pour 
chacune de ces 4 protéines. La quantification a été effectuée sur 10 cellules de 3 expériences 
différentes. Barres d’échelle : 10 μm. La barre d’erreur représente l’écart type. Valeur du test de 
Student bilatéral *** ≤0.001, * ≤0.05. Résultats de Bergeman et al., 2016. 
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La protéine Sam68 est celle qui nous a le plus intrigués. En effet, la différence de localisation 

entre les cellules étalées et en adhésion nous a permis de nous intéresser aux domaines 

de Sam68 qui contrôlent ce phénomène. Pour ce faire, nous avons décidé d'effectuer des 

mutations soit dans le domaine de liaison à l'ARN (domaine KH) soit dans le domaine de 

localisation et de signalisation (figure 3.13-A). 

Figure 3.13 : La localisation de Sam68 au niveau des SICs dépend de son domaine de 
liaison à l’ARN. 

A) Représentation schématique de Sam68 et de ses domaines. Le domaine KH permet la liaison à 
l’ARN tandis que le domaine NLS permet de contrôler sa localisation, mais également la signalisation 
médiée par Sam68. B) Localisation représentative des mutants de Sam68 fusionnés avec la protéine 
mCherry dans des cellules MRC-5 nouvellement adhérentes. Les mutants du domaine de localisation 
sont les mutations R436-442A, du domaine de signalisation sont les mutations Y435-440-443F et 
pour le domaine de liaison à l’ARN sont les mutations I184N et G178D. Les images agrandies des 
zones encadrées le sont d’un facteur de 2.5 fois. Barres d’échelle : 10 μm. Résultats de Bergeman 
et al., 2016. 

En ce qui concerne le domaine de liaison à l'ARN, nous avons effectué les mutations G178D 

et I184N qui ont été préalablement montrées pour abolir la capacité de liaison de Sam68 à 

l'ARN 193. Pour le domaine de localisation, nous avons effectué des mutations sur des acides 

aminés qui contrôlent la localisation de Sam68. Les résidus R436 et R442 ont été montrés 

pour être nécessaires à la relocalisation de Sam68 au niveau du noyau 197. Enfin, les 

mutations dans le domaine de signalisation ont ciblé les trois résidus tyrosine (Y435, Y440 

et Y443) qui ont été montrés pour être phosphorylés par les protéines tyrosines kinases de 

la famille Src 303. De plus, ces résidus tyrosines ont été montrés pour participer à l'étalement 
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cellulaire et à la régulation de l'activité de RhoA 302. Les expériences effectuées avec les 

mutants de Sam68 ciblant le domaine de signalisation ou celui de la localisation cellulaire 

n'affectent pas la relocalisation de Sam68 au niveau des SICs lors de l'adhésion cellulaire 

(figure 3.13-B). Cependant, les mutants ciblant le domaine de liaison à l'ARN, tant le mutant 

G178D que I184N, empêchent la relocalisation de Sam68 au niveau des SICs. Ainsi, ces 

données indiquent que la relocalisation de Sam68 est dépendante de sa capacité à lier 

l'ARN (figure 3.13-B). 

1.3.2 Sam68 et G3BP1 affectent le métabolisme des SICs  

Du fait que les SICs constituent un compartiment cytoplasmique et que leur concentration 

en RBPs est supérieure à celle du cytoplasme par relocalisation spécifique, nous avons 

décidé d'évaluer l'impact de l'inhibition de ces RBPs sur le métabolisme des SICs et sur la 

capacité d'adhésion cellulaire. Nous avons porté notre étude sur Sam68 et G3BP1 puisqu’il 

s’agit des deux RBPs les plus significativement enrichies au niveau des SICs sur les trois 

étudiés. Pour ce faire, nous avons utilisé deux petits ARNs en épingle à cheveux dirigés 

contre Sam68 ou G3BP1 (shSam68, shG3BP1). Dans un premier temps, nous avons évalué 

l'efficacité de ces shARN (figure 3.14-A). En ce qui concerne le shSam68, nous pouvons 

évaluer son efficacité à plus de 85% alors que pour celui dirigé contre G3BP1, son efficacité 

est de 75%. Nous avons par la suite analysé l'absence de Sam68 et G3BP1 sur le 

métabolisme des SICs (figure 3.14-B). L'absence de Sam68 mène à une réduction de 50% 

des cellules SICs positives dès les 30 premières minutes de l'adhésion. Aussi, la différence 

du nombre de cellules SICs positives entre les cellules exprimant un shSam68 et celles 

exprimant un sh contrôle continue d'être significative au cours du temps. Le même effet, 

bien que légèrement moins marqué, est observable pour les cellules exprimant un 

shG3BP1. Le métabolisme des SICs étant affectés par l'inhibition des RBPs, nous avons 

voulu évaluer la capacité d'adhésion des cellules exprimant ces shRNA comparativement à 

des cellules contrôles (figure 3.14-C). Nous pouvons observer que la diminution de 

l'expression de Sam68 ou G3BP1 fait augmenter légèrement la cinétique d'adhésion des 

cellules par rapport aux cellules contrôles. Ainsi, les RBPs contrôlent le métabolisme des 

SICs et, au travers de ces derniers, la cinétique d'adhésion.  
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Figure 3.14 : La perte d’expression de Sam68 ou de G3BP1 affecte le métabolisme 
des SICs et la cinétique d’adhésion. 

A) Efficacité du shRNA Sam68 et G3BP1 dans des cellules MRC-5. Expression de la protéine Sam68 
ou G3BP1 dans le lysat de cellules exprimant un shRNA contrôle, un shRNA Sam68 ou un shRNA 
G3BP1. B) Quantification du nombre de cellules SICs positives au cours du temps en absence ou en 
présence de shRNA dirigés contre Sam68 ou G3BP1. L’analyse statistique a été réalisée sur plus de 
40 cellules provenant de tests d'adhésion en triplicata pour chaque condition. C) L’adhésion des 
cellules MRC-5 est évaluée au cours du temps en présence d’un shRNA contrôle ou d’un shRNA 
dirigé contre Sam68 ou G3BP1. La barre d’erreur représente l’écart type. Valeur du test de Student 
bilatéral *** ≤ 0,001, **≤0,01. Résultats de Bergeman et al., 2016. 

1.3.3 Présence d'ARNm au niveau des SICs 

La capacité de liaison à l'ARN est nécessaire à la relocalisation de Sam68 au niveau des 

SICs. De plus, plusieurs des RBPs qui se localisent aux SICs sont connus pour réprimer la 

traduction lors du transport des ARNm 194,304,305. Ainsi, leur présence suggère un mécanisme 

basé sur les ARNs afin de contrôler le métabolisme des SICs, favoriser la consolidation de 

l'adhésion de même que la transition vers l'étalement cellulaire. Afin de vérifier cela, nous 

avons voulu savoir s'il y avait présence d'ARNm au niveau des SICs. Pour ce faire, nous 

avons utilisé une sonde fluorescente oligo(dT)30 qui a la capacité de se lier à la queue 

poly(A) des ARNm. Par microscopie confocale, nous pouvons observer la présence du 

signal de la sonde au niveau des SICs. Ce signal colocalise également avec celui de la 

vinculine, un marqueur des SICs (figure 3.15-A). Le marquage des ARNm est totalement 
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perdu si on effectue une compétition avec un oligo(dA)30 (figure 3.15-B). La quantification 

de l'enrichissement des ARNm au niveau des SICs par rapport à ceux localisés au 

cytoplasme indique un enrichissement d'environ deux fois en faveur des SICs (figure 3.15-

C). Ces résultats fournissent donc la première évidence directe de la présence d'ARNm et 

d'une relocalisation majoritaire de ce type d’ARN dans cette structure par rapport au 

cytoplasme. 

Figure 3.15 : Enrichissement d’ARNm au niveau des SICs. 

(A) Distribution cellulaire représentative d’ARNm dans une cellule MRC-5 nouvellement adhérente. 
Les ARNm sont hybridés à l’aide d’une sonde fluorescente oligo(dT)-Alexa 594 de 30 nucléotides. 
La F-actine a été détectée à l'aide de la phalloïdine CF™ 488 (vert) (panneau de gauche) et la 
vinculine à l’aide d’une immunofluorescence (panneau à droite). B) Après fixation, les cellules MRC-
5 nouvellement adhérentes ont subi ou non un traitement RNase et ont été par la suite hybridées 
avec la sonde fluorescente oligo(dT)-Alexa 594 de 30 nucléotides. C) Graphique de la répartition de 
l’ARNm au travers des SICs et du cytoplasme. Distribution cellulaire représentative d’ARNm dans 
une cellule MRC-5 nouvellement adhérente. Le graphique représente l’intensité du signal le long de 
l’axe (indiquée par la flèche) d'une cellule MRC-5 adhérente représentative. Ce signal correspond à 
la sonde fluorescente oligo(dT)-Alexa 594 (rouge), à la F-actine (vert) et au DAPI (bleu). La 
quantification a été effectuée sur 10 cellules de 3 expériences différentes. Les images agrandies des 
zones encadrées le sont d’un facteur de 2.5 fois. Barres d’échelle : 10 μm. La barre d’erreur 
représente l’écart type. Valeur du test de Student bilatéral **P≤0.01. Résultats de Bergeman et al., 
2016.  
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2 Étude de la traduction lors de l'adhésion et de la formation des SICs 

2.1 La traduction nécessaire au métabolisme des SICs 

En plus de la présence des ARNr et de multiples RBPs connus pour contrôler la traduction, 

l'enrichissement d'ARNm au niveau des SICs laisse supposer que la traduction pourrait 

jouer un rôle dans la formation et la maturation des points focaux d'adhésion. Pour 

investiguer le rôle de la traduction pendant la phase initiale de l'adhésion et donc pendant 

la formation des SICs, les cellules MRC-5 ont été traité avec de la cycloheximide, un 

inhibiteur général de la synthèse protéique 306, et le nombre de cellules SICs positives au 

cours du temps a été quantifié. En théorie, ce résultat devrait concorder avec ceux de 

l’inhibition des protéines Sam68 et G3BP1. En effet, nous avons raisonné que l'inhibition de 

la traduction devrait avoir l'effet inverse de celui observé avec les shSam68 et shG3BP1 

puisque ces protéines sont connues pour réprimer la traduction 194,307. 

Dans un premier temps, nous avons confirmé l'efficacité du traitement de la cycloheximide 

sur l'inhibition de la synthèse protéique. Pour cela, nous avons traité nos cellules avec ou 

sans cycloheximide en présence de puromycine. Cette dernière est un analogue de 

l'aminoacyl ARNt et elle s'incorpore dans la chaîne polypeptidique en cours de synthèse. 

Cela permet donc d'évaluer l'activité traductionnelle en utilisant un anticorps dirigé contre la 

puromycine 299 (figure 3.16-A). Nous pouvons observer qu'en présence de cycloheximide 

(50 µg/ml), nous bloquons en très grande majorité l'incorporation de la puromycine, bien 

qu'une légère trainée résiduelle soit présente. Ce résultat indique que la cycloheximide 

bloque bien la traduction (figure 3.16-A). Nous avons également évalué la toxicité du 

traitement de cette drogue. Pour ce faire, nous avons traité les cellules MRC-5 pendant 4 

heures avec différentes concentrations de cycloheximide et avons évalué le taux de survie 

cellulaire à 24 heures par coloration au cristal violet (figure 3.16-B). Avec une concentration 

10 fois supérieure à celle utilisée pour bloquer la traduction, c'est-à-dire de 500 µg/ml de 

cycloheximide, nous n'observons pas de diminution de la survie. Cela indique donc qu’un 

traitement de 4 heures à 50 µg/ml de cycloheximide n'affecte pas la survie cellulaire (figure 

3.16-B).  
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Figure 3.16 : La cycloheximide bloque la traduction, mais n’affecte pas la survie 
cellulaire à court terme. 

A) Évaluation de l’inhibition de la traduction par la cycloheximide. Les cellules MRC-5 ont été traitées 
en présence ou en absence de la cycloheximide (50 µg/mL) pendant 15 minutes avant l’ajout de la 
puromycine (10 µg/mL) pendant 5 minutes à 37°C. Un immunobuvardage a été effectué afin de 
visualiser l’incorporation puromycine à l’aide de l’anticorps anti-puromycine. B) Évaluation de la survie 
cellulaire après l’augmentation de la quantité de cycloheximide. Les cellules ont été traitées avec une 
quantité croissante de cycloheximide (0, 0.1, 1, 10, 100, 500 µg/mL) pendant 4 heures. Après ce 
traitement, le milieu de culture a été changé pour un milieu sans cycloheximide et les cellules ont été 
maintenues dans ce dernier pendant 24 heures à 37°C avant fixation avec 4% de paraformaldéhyde 
et une coloration au cristal violet (panneau de gauche). Un contrôle négatif (absence de 
cycloheximide) et un contrôle positif (H2O2) ont été réalisés. Quantification de la survie à la suite du 
traitement à la cycloheximide (à droite). Résultats de Bergeman et al., 2016. 

En présence d'inhibiteur de traduction, nous pouvons observer que les cellules MRC-5 

présentent un nombre significativement plus important de SICs (figure 3.17-A). 

Concomitants à cette observation, nous avons trouvé que le traitement à la cycloheximide 

stabilise le métabolisme des SICs lors de l'adhésion. En effet, en absence de traitement, le 

nombre de cellules SICs positives diminue au cours du temps puisqu'elles adhèrent et 

s'étalent. Cependant, comme attendu, en présence d'inhibiteur de traduction, le nombre de 

cellules SICs positives est maintenu au cours du temps faisant en sorte qu'à 90 minutes 

d'adhésion, il y a encore plus de 60% de cellules qui forment des SICs comparativement à 

40% pour les cellules sans traitement. Cette même observation est valable pour 2 heures 

d'adhésion, mais, cette fois, avec un taux de 60% par rapport 30% (figure 3.17-B). Ainsi, 

ces résultats indiquent clairement que la traduction est nécessaire au métabolisme des SICs 

et à la résolution de cette structure. 

  



 

100 
 

Figure 3.17 : L’inhibition de la traduction affecte le métabolisme des SICs. 

A) Images représentatives de microscopie confocale représentative de cellules MRC-5 traitées en 
présence ou en absence de cycloheximide (50 µg/mL) lors de l’adhésion. Le marquage correspond 
à une hybridation des ARNm à l’aide de la sonde oligo(dT)-Alexa 594. Barres d’échelle : 10 μm. B) 
Évaluation statistique du nombre de cellules SICs positives au cours du temps en présence ou en 
absence de traitement avec de la cycloheximide (50 µg/mL). L’analyse statistique a été effectuée sur 
plus de 40 cellules en triplicata pour chaque condition. La barre d’erreur représente l’écart type. 
Valeur du test de Student bilatéral ** ≤0.001. Résultats de Bergeman et al., 2016. 

Lors de l'adhésion et de l'étalement, la cellule acquiert une nouvelle morphologie et cela 

nécessite une réorganisation du cytosquelette d'actine. Nous avons étudié la mise en place 

de ce cytosquelette d'actine et de sa relation avec les SICs en présence et absence 

d'inhibiteur de la traduction (figure 3.18). Pour cela, nous avons procédé à une reconstitution 

tridimensionnelle de cellules MRC-5. Nous pouvons observer qu'en absence de traitement 

à la cycloheximide, une étroite relation existe entre les SICs et le cytosquelette d'actine. En 

effet, les SICs semblent servir de point d'ancrage et d'ébauche aux fibres de stress, 

soulignant leur implication dans la maturation de l'adhésion focale et dans l'établissement 

de la morphologie cellulaire de type mésenchymateuse (figure 3.18-A). Cependant, en 

présence d'inhibiteur de la traduction, nous perdons cette organisation puisque les fibres de 

stress sont absentes (figure 3.18-B). L'absence de fibres de stress laisse plutôt supposer à 

une morphologie amiboïde 99. Cela suggère que les SICs pourraient être une transition entre 

l'état amiboïde et mésenchymateux puisqu'il précède l'étalement cellulaire et que la 

traduction nécessaire au métabolisme des SICs serait nécessaire à cette transition. 
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Figure 3.18 : L’inhibition de la traduction affecte l’organisation du cytosquelette 
d’actine. 

Reconstitution tridimensionnelle de cellules MRC-5 nouvellement adhérentes, traitées en absence 
(A) ou en présence (B) d’inhibiteur de la traduction (cycloheximide 50 µg/mL). La F-actine est 
détectée par la phalloïdine CF™ 488 et les ARNm sont hybridés avec la sonde oligo(dT)-Alexa 594. 
Résultats de Bergeman et al., 2016. 

2.2 Visualisation de l'activité traductionnelle par la puromycine 

Les précédents résultats laissent entrevoir la possibilité d'une traduction locale au niveau 

des SICs. Afin d'évaluer cette possibilité, nous avons utilisé une méthode basée sur la 

puromycine 299. Bien que des méthodes alternatives existent pour visualiser la traduction 

locale telles que le Click-it, le SunTag et le TRICK (Translating RNA imaging by coat protein 

knock-off) 308–310, l'incorporation de puromycine offre plusieurs avantages. Tout d'abord, le 

temps d'incubation avec la puromycine est très court puisque qu'il peut être de l'ordre de la 

minute 275,299, alors que le "Click-it", basé sur l'incorporation d'analogue d'acide aminé, utilise 

des temps d'incubation de l'ordre de l'heure 308. À la vue de la durée de vie d'un SICs, mais 

également du temps où la cellule les forme, le temps d'incubation de la puromycine, qui est 

de l’ordre de la minute, est adapté avec cette dynamique. De plus, son utilisation ne 

nécessite pas de connaître les ARNm en cours de traduction contrairement au "SunTag" et 

au "TRICK" 309,310, ce qui offre donc l'avantage d'être plus global. Cependant, le principal 

inconvénient des peptides marqués à la puromycine est leur dégradation rapide par le 

protéasome 311. 

Dans un premier temps, nous avons cherché à déterminer la concentration optimale de 

puromycine à utiliser afin de marquer efficacement l’activité traductionnelle, mais également 
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le temps d’incubation avec cet inhibiteur. Pour cela, des cellules MRC-5 ont été traitées 

avec une dose croissante de puromcyine pendant différents temps (figure 3.19). Comme 

nous pouvons le constater, plus la concentration de puromycine est importante et plus 

l’incorporation est efficace (figure 3.19-A). Cependant si le temps de traitement augmente, 

la trainée protéique est moins homogène avec un enrichissement préférentiel de plus petits 

fragments (figure 3.19-B et C). Afin de diminuer cet enrichissement il devient essentiel de 

diminuer la concentration de puromycine, comme cela est visible pour le temps 15 minutes 

avec 2.5 µg/mL (figure 3.19-C). Une trop forte concentration pendant un temps trop 

important induit une trainée diminuée. Cela peut être dû à la dégradation rapide par le 

protéasome 311. À l’issue de ce test, nous avons opté pour un temps de traitement de 5 

minutes avec une concentration de 10 µg/mL. 

Figure 3.19 : Cinétique d’incorporation de la puromycine en fonction de la 
concentration et du temps d’incubation. 

Les cellules MRC-5 ont été traitées avec une gamme croissante de puromycine (0, 2.5, 5, 7.5, 10 et 
15 µg/mL) pendant 5 minutes (A) 10 minutes (B) ou 15 minutes (C). Un immunobuvardage a été 
effectué afin de visualiser l’incorporation de la puromycine. Résultats de Bergeman et al., 2017. 

Pour réaliser nos expériences avec la puromycine, nous avons utilisé le schéma 

d'expérimentation indiqué dans la figure 3.20-A. Les cellules ont adhéré pendant 60 

minutes, ce qui permet d'obtenir une majorité de cellules formant des SICs (figure 3.17-B). 

À 5 minutes avant la fin du temps d'adhésion, nous avons ajouté de la puromycine afin de 

marquer l'ensemble des protéines en cours de synthèse. À 60 minutes d'adhésion, les 

cellules ont été fixées et une immunofluorescence dirigée contre la puromycine a été 

effectuée (figure 3.20-A, et figure 3.20-B). Nous pouvons observer la présence de ce 

marquage au niveau des SICs indiquant, par le fait même, la présence de protéines néo-
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synthétisées dans cette structure (figure 3.20-B). Afin de confirmer la spécificité du 

marquage, nous avons utilisé deux inhibiteurs de la traduction à savoir la cycloheximide et 

l'anisomycine (figure 3.20-C). En présence de ces deux inhibiteurs, nous perdons en très 

grande partie le marquage à la puromycine au niveau des SICs. Le marquage résiduel est 

lié en partie au fait que ces inhibiteurs, bien qu'efficaces, ne bloquent pas totalement la 

traduction (figure 3.20-D). En effet, nous pouvons observer que la cycloheximide diminue 

de beaucoup l'incorporation de puromycine, mais qu'un signal résiduel existe. En ce qui 

concerne l'anisomycine, sa capacité à bloquer la traduction semble encore plus efficace que 

la cycloheximide, ce qui expliquerait le plus faible bruit de fond en immunofluorescence. Ces 

deux inhibiteurs permettent de valider la spécificité de notre marquage avec l'anticorps anti-

puromycine en immunofluorescence (figure 3.20-B et figure 3.20-C). Ainsi, ces données 

indiquent clairement la présence de protéines néosynthétisées au niveau des SICs. 

Figure 3.20 : Les SICs, une structure traductionnelle. 

Pour chaque plan de microscopie confocale, l’image a été quantifiée deux fois. A) La première 
correspond à l’ensemble de la cellule. B) La deuxième correspond au corps cellulaire. C) En 
soustrayant le signal obtenu de la première quantification à celui de la seconde, nous obtenons le 
signal au niveau des SICs. D) Tableau représentant les valeurs des différentes quantifications pour 
chaque plan et leur pourcentage. Les graphiques correspondent à la répartition du signal pour chaque 
plan entre les SICs et le corps cellulaire. Barres d’échelle : 10 μm. Résultats de Bergeman et al., 
2016.  
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Un fait intéressant au sujet de la distribution du signal puromycine à différents stades 

d'étalement cellulaire est que ce dernier est majoritairement localisé au niveau des SICs 

tant qu'ils sont présents (figure 3.21-A et B stade I et II). En cas d'absence on retrouve un 

signal puromycine beaucoup plus diffus et uniforme dans l'ensemble de la cellule (figure 

3.21-A et B stade III).  

Figure 3.21 : Distribution du signal puromycine dépendamment de la présence des 
SICs. 

A et B) Images de microscopie confocale représentatives de cellules MRC-5 nouvellement 
adhérentes. Les cellules ont été traitées à la puromycine 5 minutes avant la fixation (10 µg/mL) puis 
une immunofluorescence a été effectuée à l’aide d’un anticorps puromycine (vert) afin de révéler les 
peptides néosynthétisés. La F-actine est détectée par la phalloïdine CF™ 594. Résultats de 
Bergeman et al., 2016. 

Cela suggère donc que la traduction globale de la cellule à lieu majoritairement au niveau 

des SICs lors de leur formation. Afin de confirmer cette observation, nous avons voulu 

quantifier le signal puromycine au niveau des SICs. Cependant, la méthode de quantification 

utilisée précédemment le long d'un axe permet d'obtenir un enrichissement et non une 

quantification globale sur l’entièreté de la cellule. Pour réaliser cette dernière, nous avons 

décidé de quantifier plan par plan la cellule dans son ensemble et la zone du corps cellulaire 

(figure 3.22).  
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Figure 3.22 : Méthode de quantification du signal puromycine au niveau des SICs par 
rapport au signal global. 

Pour chaque plan de microscopie confocale, l’image a été quantifiée deux fois. A) La première 
correspond à l’ensemble de la cellule. B) La deuxième correspond au corps cellulaire. C) En 
soustrayant le signal obtenu de la première quantification à celui de la seconde, nous obtenons le 
signal au niveau des SICs. D) Tableau représentant les valeurs des différentes quantifications pour 
chaque plan et leur pourcentage. Les graphiques correspondent à la répartition du signal pour chaque 
plan entre les SICs et le corps cellulaire. E) Valeur des quantifications du signal du corps cellulaire 
et des SICs pour chaque plan cellulaire. F) Répartition global du signal puromycine entre les SICs et 
le corps cellulaire. Barres d’échelle : 10 μm. Résultats de Bergeman et al., 2017.  
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La zone de la première quantification s'intéresse à l’ensemble du signal de la cellule qui est 

noté "quantification totale" (figure 3.22-A). La seconde zone de quantification correspond au 

corps cellulaire (cytoplasme avec noyau) qui est délimitée manuellement (figure 3.22-B). En 

soustrayant le signal de la seconde quantification à la première, nous obtenons celui qui 

correspond aux SICs (figure 3.22-C). Pour chaque plan, nous pouvons, de cette façon, 

déterminer la répartition du signal puromycine entre les SICs et le corps cellulaire (figure 

3.22-D), mais également de façon globale dans la cellule (figure 3.22-E). Pour cette cellule, 

nous confirmons que 65% du signal puromycine est localisé au niveau des SICs confirmant 

l'observation effectuée précédemment dans la figure 3.21. Nous avons donc procédé de 

cette façon pour quantifier la répartition du signal puromycine d'une vingtaine de cellules 

SICs positives (figure 3.23-A). Nous observons que 75% des protéines néosynthétisées 

sont exclusivement localisées dans ces structures d'adhésion indiquant, par le fait même, 

qu'il s’agit d’un réservoir de protéines néosynthétisées et confirmant que la traduction joue 

bien un rôle dans l'adhésion et le métabolisme des SICs. 

Figure 3.23 : La majorité de la traduction est localisée au niveau des SICs lors de 
l’adhésion. 

Image de microscopie confocale représentative de cellules MRC-5 nouvellement adhérentes. A) Les 
cellules ont été traitées à la puromycine 5 minutes avant la fixation (10 µg/mL) puis une 
immunofluorescence a été effectuée à l’aide d’un anticorps puromycine (vert) afin de révéler les 
peptides néosynthétisés. La F-actine est détectée par la phalloïdine CF™ 594. Le graphique 
représente le pourcentage de puromycinylation au niveau des SICs et du corps cellulaire. B) Les 
cellules expriment la protéine GFP (vert) et la F-actine est détectée par la phalloïdine CF™ 594. Le 
graphique réprésente le pourcentage de répartition de la GFP au niveau des SICs et du corps 
cellulaire. Barres d’échelle : 10 μm. Les images agrandies des zones encadrées le sont d’un facteur 
de 2.5 fois. La barre d’erreur représente l’écart type. Valeur du test de Student bilatéral *** ≤0.001, ** 
≤0.01. Résultats de Bergeman et al., 2016. 

Les SICs ressemblent à des blebs et leur formation semble reproduire le même schéma, 

c'est-à-dire une rupture du cortex d'actine ou un détachement de ce dernier de la membrane 
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ce qui entraîne la formation d'un bleb lié au flux cytoplasmique. En tenant compte de cette 

ressemblance, nous nous sommes intéressés à savoir si la localisation des protéines 

néosynthétisées n'étaient pas liée à la diffusion de ces dernières. Pour répondre à cette 

question, nous avons évalué la diffusion passive de la protéine eGFP (figure 3.23-B). Après 

quantification, seul 40% du signal eGFP est localisé au niveau des SICs. 

Ensemble, ces résultats indiquent que la traduction, qui est nécessaire au métabolisme des 

SICs, a lieu majoritairement au sein de cette structure bien que nous ne pouvons pas 

totalement exclure le rôle et la contribution de la traduction en dehors des SICs. 

2.3 Évaluation de l'activité traductionnelle lors de l'adhésion et l’étalement 
cellulaire 

La traduction joue un rôle important dans la mise en place de l’architecture du cytosquelette 

d’actine à partir des SICs et dans le métabolisme de cette structure, car elle y est 

majoritairement localisée. Nous avons donc voulu évaluer l’activité traductionnelle globale 

lors de l’adhésion cellulaire. Pour cela, nous avons effectué un profil polysomal à différents 

temps d’adhésion. Ce profil permet de nous renseigner sur la répartition des ribosomes aux 

différentes étapes de la traduction (figure 3.24). Les polysomes correspondent aux 

ribosomes qui sont en cours de traduction et le blocage de l’élongation de la traduction par 

l’utilisation de la cycloheximide ou de l’anisomycine aboutit à une augmentation de la 

fraction polysomale. Le 80S, quant à lui, correspond à l’initiation de la traduction et bloquer 

cette étape de la traduction par les drogues comme l’harrigtonine induit une perte de la 

fraction polysomale et une augmentation de l’entité 80S. 

Nous pouvons observer que la répartition du profil polysomal change au cours du temps 

d’adhésion. En effet, à 10 minutes d’adhésion, nous perdons une grande proportion des 

polysomes par rapport aux cellules en suspension et aux cellules étalées (figure 3.24-A, B 

et F). Cependant, cette fraction polysomale augmente à nouveau au cours du temps au fur 

et à mesure que l’adhésion se déroule (figure 3.24-C, D et E). De plus, nous pouvons noter 

que la répartition des entités 40S, 60S et 80S évolue également au cours de l’adhésion. En 

effet, à 10 minutes d’adhésion, la fraction 80S diminue fortement au profit des fractions 40S 

et 60S par rapport aux cellules en suspension et étalées indiquant une diminution de 

l’initiation de la traduction (figure 3.24-A, B et F). Cependant, le rapport entre les entités 

40S, 60S et 80S tendent à se rééquilibrer au profil du 80S comme c’est le cas pour les 

cellules étalées ou en suspension (figure 3.24-C, D et E). Ainsi, lorsque les cellules sont 
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étalées, le profil polysomal tend à être celui des cellules en suspension. Ces résultats 

indiquent donc que l’état traductionnel de la cellule se modifie lors de l’adhésion. 

Figure 3.24 : Modification de l’activité traductionnelle lors de l’adhésion. 

Profils polysomaux de cellules MRC-5 à différents temps lors de l’adhésion. Les extraits 
cytoplasmiques de cellules MRC-5 ont été préparés lorsque ces cellules étaient en suspension (A) 
ou adhérées à 10 minutes (B), à 40 minutes (C), à 60 minutes (D), à 90 minutes (E) et à 360 minutes 
(F). Ils ont été déposés sur un gradient de sucrose et le profil polysomal a été mesuré par 
l’absorbance à 254 nm. Le 40S correspond à la petite sous-unité ribosomale, le 60S à la large sous-
unité ribosomale et le 80S au ribosome associé sur l’ARNm. Ensemble, ils correspondent à la fraction 
des monosomes. Les fractions des polysomes correspondent au ribosome en cours de traduction. 

Nous avons quantifié ces différents profils afin d’évaluer les changements polysomaux. 

Nous pouvons observer une diminution de 45% de l’activité traductionnelle entre les cellules 
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en suspension et les cellules à 10 minutes d’adhésion (figure 3.25-A). Par la suite, l’activité 

traductionnelle raugmente comme observé précédemment dans la figure 3.24. Pour 

confirmer cette augmentation de l’activité traductionnelle lors de l’adhésion, nous avons 

utilisé la puromycine afin de l’évaluer (figure 3.25-B). Nous pouvons observer que l’intensité 

de la traînée protéique s’accentue au cours du temps indiquant que l’activité traductionnelle 

va en augmentant durant le processus d’adhésion et d’étalement. 

Figure 3.25 : Diminution de l’activité traductionnelle lors des premières étapes de 
l’adhésion. 

Évaluation de l’activité traductionnelle lors de l’adhésion. A) L’aire de la fraction des polysomes qui 
correspond au ribosome en cours de traduction a été calculé et rapporté à l’aire totale du profil 
polysomal. Cela a été effectué pour chaque temps d’adhésion en triplicata. B) Immunobuvardage de 
type western d’extraits cellulaires de MRC-5 à différents temps d’adhésion traitées pendant 5 minutes 
à la puromycine (10 µg/mL) afin d’évaluer l’activité traductionnelle de ces cellules lors de ce 
processus. Les immunobuvardages de COX IV et AKT joue le rôle de contrôle de charge. La barre 
d’erreur représente l’écart type. Valeur du test de Student bilatéral *** ≤0.001 

La répression globale de la traduction est principalement contrôlée soit par la 

phosphorylation d’eIF2α soit par l’absence de phosphorylation de 4E-BP1. Nous nous 

sommes intéressé dans un premier temps à la phosphorylation d’eIF2α et nous avons 

mesuré ses niveaux au cours du temps lors de l’adhésion (figure 3.26). Comme nous 

pouvons le constater, lors des premières étapes de l’adhésion, il y a une augmentation de 

plus de deux fois du niveau de phosphorylation d’eiF2α au temps 10 et 20 minutes post 

adhésion par rapport au cellules en suspension puis ce niveau de phosphorylation diminue 

dans les temps suivant. Ce profil de phosphorylation dans le temps concorde avec le profil 

de l’activité traductionnelle.  
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Figure 3.26 : Augmentation de la phosphorylation d’eIF2α lors des premières étapes 
de l’adhésion. 

Immunobuvardage de type western d’extraits cellulaires de MRC-5 à différents temps d’adhésion. La 
forme phosphorylée d’eIF2α et la forme totale de cette même protéine (panneau de droite) ont été 
révélées. Graphique de la quantification de la forme phosphorylée d’eIF2α sur la forme totale. Valeur 
moyenne de 4 réplicats. La barre d’erreur représente l’écart type. Valeur du test de Student bilatéral 
* ≤0.05, ** ≤0.01 

Ainsi, nous montrons que lors des premières étapes de l’adhésion, il y a une diminution de 

l’activité traductionnelle qui concorde avec la phosphorylation de eIF2α. Cet évènement 

transitoire dans le temps semble associé à une réinitialisation de l’initiation de la traduction 

laissant suggérer une reprogrammation de la traduction afin de favoriser la synthèse de 

protéines spécifiques. 

2.4 Identification des protéines synthétisées lors de l'adhésion cellulaire 

Lors de l’adhésion, la traduction est principalement localisée au niveau des SICs et nos 

données suggèrent qu’elle est reprogrammée. Nous avons donc voulu identifier les 

protéines qui y sont traduites. 

Pour ce faire, nous avons traité les cellules en adhésion avec de la puromycine pendant 5 

minutes afin de marquer l’ensemble des protéines en cours de traduction. Puis, nous avons 

procédé à une immunoprécipitation afin de les identifier par spectrométrie de masse (figure 

3.27).  
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Figure 3.27 : Schéma du principe d’immunoprécipitation des peptides 
puromycinylés. 

Après 55 minutes d’adhésion, les cellules sont traitées avec 10 µg/mL de puromycine et incubées à 
37°C pendant 5 minutes. Pendant ce temps d’incubation, les peptides en cours de synthèse sont 
marqués à l’aide de la puromycine. À l’issue de ce temps d’incubation, les cellules sont lavées et 
lysées en condition dénaturante. Le lysat est filtré par centrifugation et les peptides marqués à la 
puromycine sont immunoprécipités à l’aide d’anticorps spécifiques à la puromycine. Par la suite, une 
analyse par spectrométrie de masse est effectuée afin d’identifier les protéines en cours de 
traduction. 

En ce qui concerne cette expérience, elle a été effectuée en condition dénaturante afin de 

perdre les interactions protéine/protéine et de n’identifier que les protéines marquées à la 

puromycine. Afin d’éviter la titration de l’anticorps anti-puromycine par la puromycine non 

incorporée dans la chaîne peptidique, nous avons effectué au préalable une filtration par 

centrifugation afin de l’éliminer. En effet, la filtration par centrifugation permet d’augmenter 

considérablement notre capacité à immunoprécipiter les protéines puromycinilées (figure 

3.28). Ainsi, par cette nouvelle méthode, nous sommes en mesure d’identifier les protéines 

en cours de synthèse dans un temps très court qui correspond à la cinétique des SICs.  
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Figure 3.28 : Immunoprécipitation des peptides puromycinylés. 

Des cellules MRC-5 ont été traitées pendant 5 minutes avec de la puromycine (10 µg/mL) pendant 5 
minutes à 37°C. Une immunoprécipitation a été effectuée avec ou sans filtration par centrifugation. 
À l’issue de l’immunoprécipitation, un immunobuvardage de type western a été réalisé et révélé à 
l’aide d’un anticorps dirigé contre la puromycine afin de visualiser les peptides puromycinylés 
immunoprécipités. 

Parmi les 63 protéines identifiées pour être traduites lors de l’adhésion, 26% sont impliqués 

au niveau de l’activité traductionnelle et 27% dans la structure et l’adhésion cellulaire. Une 

autre portion de 13 % correspond à des protéines nécessaires au métabolisme des ARN 

(RBP). Un pourcentage similaire est retrouvé pour les protéines chaperonnes nécessaires 

à la maturation des protéines traduites. Un autre 7% correspond à différentes protéines de 

la matrice extracellulaire (figure 3.29). 

Figure 3.29 : Répartition des protéines traduites lors de l’adhésion. 

Diagramme circulaire de la répartition des protéines identifiées par spectrométrie de masse à la suite 
de l’immunoprécipitation des peptides puromycinylés lors de l’adhésion.  
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Il faut noter que 38% des protéines identifiées pour être traduites lors de l’adhésion ont été 

notées pour être potentiellement enrichie au niveau des SICs 159 (Tableau 3.1). 

Tableau 3.1 : Liste des protéines identifiées par spectrométrie de masse.  
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Parmi ces protéines, plusieurs sont impliquées dans la formation et la maturation des points 

focaux d’adhésion. Nous retrouvons donc des protéines clefs dans l’organisation de ces 

structures telles que la cofiline et la profiline qui participent à l’organisation du cytosquelette 

d’actine, mais également la taline, l’α-actinine et la myosine qui sont nécessaires à la 

maturation des points focaux d’adhésion 129,130. Sachant que 75% de la traduction s’effectue 

dans les SICs lors de l’adhésion et que 38 % des protéines identifiées par notre méthode 

basée sur la puromycine sont enrichies au niveau des SICs, cela renforce donc l’idée que 

la majorité des protéines identifiées sont traduites dans les SICs.  

Pour confirmer que ces protéines sont réellement traduites lors de l’adhésion, nous avons 

analysé l’abondance par un immunobuvardage à différents temps d’adhésion d’un certain 

nombre d’entre elles. Nous nous sommes intéressés à l’α-actinine, la vimentine, la β-actine, 

HSP70 (70 kilodalton heat shock protein) (figure 3.30).  

Figure 3.30 : Niveau d’expression, au cours de l’adhésion, de protéines identifiées en 
spectrométrie de masse. 

Immunobuvardage d’extraits cellulaires de MRC-5 à différents temps d’adhésion. 

Nous pouvons observer que pour l’ensemble de ces protéines, nous observons bien une 

augmentation de leur niveau d’expression au cours de l’adhésion ce qui tend à confirmer 

les résultats de spectrométrie de masse. 

2.5 Le 3'UTR contrôle la localisation de ces ARNm au niveau des SICs 

Afin de confirmer que la traduction des protéines identifiées par spectrométrie de masse 

s’effectue bien au niveau des SICs, nous nous sommes intéressés à la localisation des 

ARNm de ces protéines. Nous avons donc tenté de visualiser si les ARNm de ces protéines 
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pouvaient être localisés au niveau des SICs. Il faut savoir que, comme mentionné 

précédemment, la localisation des ARNm est principalement contrôlée par leur 3’UTR bien 

que le 5’UTR et la séquence codante peuvent également l’influencer. 

Afin de répondre à cette question, nous avons décidé de faire fusionner le 3’UTR de 

différents ARNm codants pour les protéines préalablement identifiées par spectrométrie de 

masse à la séquence codante de la eGFP. Par la suite, nous avons utilisé des sondes 

fluorescentes afin de visualiser la localisation de l’ARNm de la eGFP en réalisant une 

hybridation in situ en fluorescence (FISH) (figure 3.31). Nous nous sommes intéressés aux 

protéines de structure et d’adhésion. Nous avons donc fusionné le 3’UTR des ARNm des 

protéines suivantes : β-actine, α-actinine, cofiline, profiline, taline et l’annexine A2. 

Figure 3.31 : Schéma de la construction pour la réalisation de l’hybridation in situ en 
fluorescence. 

La séquence codante de la eGFP est fusionnée avec la séquence 3’UTR de l’ARNm d’intérêt. Des 
sondes spécifiques à la séquence de la séquence codante de la eGFP sont utilisées pour visualiser 
la localisation de cet ARNm. 

Dans un premier temps, nous avons validé la spécificité du signal FISH afin de nous assurer 

que le signal obtenu des sondes fluorescentes soit spécifique de l’ARNm de la eGFP. Pour 

ce faire, des cellules MRC-5 ont été transduites avec la construction eGFP sans 3’UTR et 

elles ont été mélangées à des cellules non transduites. Un FISH a été effectué afin de voir 

si le signal n’était présent que dans les cellules exprimant la eGFP (figure 3.32). Nous 

pouvons observer que le signal du FISH (rouge) n’est présent que dans les cellules 

exprimant la eGFP (verte) confirmant donc la spécificité de nos sondes fluorescentes et de 

notre protocole d’hybridation. 
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Figure 3.32 : Validation de la spécificité de l’hybridation in situ en fluorescence 
dirigée contre l’ARNm de la eGFP. 

Des cellules MRC-5 exprimant la eGFP (vert) sont mélangées avec des cellules n’exprimant pas ce 
transgène. Apres fixation, une hybridation in situ en fluorescence dirigée contre l’ARNm de la eGFP 
est effectuée (rouge). 

Nous avons par la suite visualisé la présence des ARNm de la eGFP au niveau des SICs 

en fonction des différents 3’UTR d’ARNm de protéines identifiées par spectrométrie de 

masse. Dans le cas de l’ARNm de la eGFP non associé à un 3’UTR, nous observons que 

sa localisation est autant au niveau des SICs que dans le cytoplasme (figure 3.33-A). 

Cependant, si nous ajoutons le 3’UTR de l’ARNm de la β-actine, la localisation de ce nouvel 

ARNm se situe majoritairement au niveau des SICs (figure 3.33-B). Ce résultat indique donc 

que le 3’UTR de l’ARNm de la β-actine contrôle la localisation au niveau des SICs lors de 

l’adhésion cellulaire. 

Figure 3.33 : La séquence 3’UTR de l’ARNm de la β-actine contrôle la localisation de 
l’ARNm au niveau des SICs. 

Image représentative de microscope confocal. A) Cellule MRC-5 exprimant l’ARNm de la eGFP non 
fusionné à une séquence 3’UTR. B) Cellule MRC-5 exprimant l’ARNm de la eGFP fusionné à la 
séquence 3’UTR de l’ARNm de la β-actine. eGFP (vert) FISH (rouge). Les pointillés représentent la 
délimitation SICs/Cytoplasme. Barres d’échelle : 10 μm. 
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Cette analyse a également été effectué pour le 3’UTR de l’ARNm des protéines de Sam68, 

de la profiline, de la cofiline, de la taline, de l’annexine A2 et de l’α-actinine (figure 3.34). 

Dans le cas de l’association du 3’UTR de l’ARNm de la protéine Sam68, une protéine qui 

n’a pas été identifiée dans le cadre de la spectrométrie de masse, la localisation de l’ARNm 

est majoritairement au niveau du cytoplasme. Cependant, nous pouvons remarquer que 

l’ensemble des autres 3’UTR des ARNm des protéines identifiées en spectrométrie de 

masse participent à la relocalisation de l’ARNm au niveau des SICs. En effet, ils y sont 

localisés de façon significative et à des taux allant de 66% à 88%. 

Figure 3.34 : La séquence 3’UTR des ARNm contrôle la relocalisation au niveau des 
SICs des ARNm. 

Répartition du signal de localisation de l’ARNm de l’eGFP entre les SICs et le cytoplasme en fonction 
de la séquence 3’UTR qui lui est associée. 
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3 La traduction contrôle l'adhésion des cellules ayant subi l'EMT 

Les résultats présentés précédemment indiquent que les SICs sont un lieu de traduction 

dynamique et qu’inhiber la traduction affecte leur métabolisme. Lors de l’adhésion, la cellule 

reprogramme son activité traductionnelle et plusieurs ARNm codant pour des protéines 

impliquées dans les structures d’adhésion se localisent au niveau des SICs. Ainsi, ces 

données indiquent que la traduction jouerait un rôle clef dans l’adhésion des cellules qui 

forment des SICs. Afin de confirmer cela, nous avons évalué l’importance de la traduction 

lors de l’adhésion de différentes cellules formant ou non des SICs. Il a été suggéré que cette 

structure n'est présente que dans les cellules primaires ou les cellules non-tumorales 159. 

3.1 La traduction nécessaire à l'adhésion des cellules mésenchymateuses 

Tout d’abord, par microscopie en temps réel, nous avons observé l’adhésion et l’étalement 

de cellules MRC-5 en absence et en présence d’inhibiteur de la traduction (figure 3.35-A). 

Nous pouvons observer qu’en absence d’inhibiteur, ces cellules, qui forment des SICs, 

s’étalent et ce, dès 14 minutes. Cependant, pour les cellules traitées avec la cycloheximide, 

l’inhibiteur de traduction, un grand nombre reste bloqué dans la phase initiale de l’adhésion 

et continue de former des vagues successives de SICs sans procéder à leur étalement. En 

effet, au bout de la 22e minutes, les cellules n’ont pas commencé leur étalement cellulaire 

contrairement aux cellules contrôles qui l’ont quasiment toutes fait. En ce qui concerne les 

HeLa, des cellules qui ne forment pas de SICs 159, l’adhésion et l’étalement cellulaire ne 

semble pas présenter de changement en présence ou en absence d’inhibiteur de la 

traduction (figure 3.35-B). 
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Figure 3.35 : L’inhibition de la traduction affecte la cinétique d’étalement cellulaire 
des cellules SICs positives. 

Microscopie en temps réelle de cellules mises en adhésion sur un pétri FluoroDishTM recouvert de 
fibronectine. A) Cellules MRC-5 en absence (panneau du haut) ou présence (panneau du bas) de 
cycloheximide (50 μg/ml). B) Cellules HeLa en absence (panneau du haut) ou présence (panneau 
du bas) de cycloheximide (50 μg/ml). Résultats de Bergeman et al., 2016. 

Afin de confirmer cette observation, nous avons décidé de comparer et de quantifier la 

cinétique d’adhésion de deux lignées cellulaires primaire SICs positives (MRC-5 et NHDF) 

et de deux lignées tumorales SICs négatives (HeLa et Caco-2) en présence ou en absence 

de cycloheximide. 
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Figure 3.36 : L’inhibition de la traduction affecte la cinétique d’adhésion des cellules 
SICs positives. 

L’adhésion des cellules MRC-5, NHDF, HeLa et Caco-2 est évaluée au cours du temps en présence 
de la cycloheximide. La barre d’erreur représente l’écart type. Valeur du test de Student bilatéral *** 
≤ 0,001. Résultats de Bergeman et al., 2016. 

Nous avons trouvé que l’inhibition de la traduction diminue la cinétique d’adhésion pour les 

deux lignées cellulaires SICs positives. En effet, pour les MRC-5 l’adhésion diminue de 25 

± 4% et est significative et cela, dès le temps 60 minutes d’adhésion. À l’issue des deux 

heures d’adhésion, ces cellules traitées à la cycloheximide présentent toujours un défaut 

significatif de l’adhésion puisque son efficacité est moindre de 37 ± 2%. Pour les NHDF, 

nous observons des défauts comparables, bien que ces cellules semblent adhérer plus 

rapidement que les MRC-5. Dès 30 minutes, l’adhésion est maximale pour les cellules non 

traitées alors que pour les MRC-5, il faut attendre 90 à 120 minutes. La diminution de la 

capacité d’adhésion des NHDF avec un traitement à la cycloheximide est de 38 ± 4% à 120 

minutes d’adhésion par rapport aux cellules non traitées. 

En ce qui concerne les cellules SICs négatives, nous n’observons pas de variation dans la 

cinétique d’adhésion en présence d’inhibiteur de la traduction puisque les courbes 

d’adhésion entre les cellules non traitées et les cellules traitées à la cycloheximide se 

superposent pour chaque type cellulaire (figure 3.36). 
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Afin de confirmer que cet effet est bien lié à l’inhibition de la traduction et non spécifiquement 

à la cycloheximide, nous avons effectué à nouveau ce test sur les cellules MRC-5 et HeLa 

avec la puromycine, un autre inhibiteur de la traduction (figure 3.37). Ces deux inhibiteurs 

ciblent des aspects différents du mécanisme traductionnel, mais ont la même finalité, c’est-

à-dire une inhibition globale de la traduction. 

Figure 3.37 : La puromycine à le même effet que la cycloheximide sur la cinétique 
d’adhésion des cellules SICs positives. 

L’adhésion des cellules MRC-5 et HeLa est évaluée au cours du temps en présence de la puromycine 
ou de la cycloheximide. La barre d’erreur représente l’écart type. Valeur du test de Student bilatéral 
*** ≤ 0,001. Résultats de Bergeman et al., 2016. 

Les cellules MRC-5 traitées à la puromycine présentent la même cinétique d’adhésion que 

les cellules traitées à la cycloheximide. À l’issue de deux heures d’adhésion, nous notons 

une diminution de l’adhésion cellulaire de 50% par rapport aux cellules non traitées (figure 

3.37). Pour les cellules HeLa, la cinétique d’adhésion reste inchangée tant pour le traitement 

à la cycloheximide qu’à la puromycine (figure 3.37).  

Ainsi, l’ensemble de ces résultats indiquent que la traduction est nécessaire à l’adhésion et 

à l’étalement des cellules MRC-5 et NHDF, mais dispensable pour les cellules HeLa et 

Caco-2. De plus, quel que soit l’inhibiteur de la traduction utilisé (cycloheximide ou 

puromycine), la cinétique reste inchangée suggérant que cet effet est bien lié à la traduction 

et non à l’inhibiteur utilisé.  

Fait intéressant, les cellules affectées par les inhibiteurs de la traduction sont des cellules à 

phénotype mésenchymateux (MRC-5 et NHDF), alors que celles qui ne sont pas sensibles 

sont des cellules à phénotype épithélial (HeLa et Caco-2). En effet, les MRC-5 et les NHDF 

expriment uniquement des marqueurs mésenchymateux comme la N-cadhérine, la 
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vimentine et Slug contrairement aux cellules HeLa et Caco-2 qui elles, expriment 

uniquement des marqueurs épithéliaux tels que la E-cadhérine et la claudine (figure 3.38).  

Figure 3.38 : Niveau d’expression des marqueurs épithéliaux et mésenchymateux. 

Immunobuvardage des niveaux d’expression des marqueurs épithéliaux et mésenchymateux des 
cellules MRC-5, NHDF, HeLa et Caco-2. Résultats de Bergeman et al., 2016. 

Cela suggèrent donc que cet effet de l’inhibition de la traduction sur l’adhésion pourrait être 

un mécanisme commun et spécifique aux cellules à caractère mésenchymateux. Cette idée 

peut être renforcée par le fait que les SICs ressemblent aux blebs de l’état amiboïde, qui 

est une adaptation morphologique des cellules mésenchymateuses 102,114. Ainsi, les 

changements morphologiques lors de l’adhésion et de l’étalement cellulaire des cellules 

SICs positives seraient similaire à ceux observés lors de la transition amiboïde-

mésenchymateuse. Cela expliquerait donc pourquoi les cellules cancéreuses à phénotype 

épithélial ne seraient pas affectées par l’inhibition de la traduction lors de leur adhésion. 

3.2 L'EMT sensibilise les cellules à la traduction pour leur adhésion 

Les caractéristiques mésenchymateuses peuvent être acquises par les cellules épithéliales 

après que ces dernières subissent l’EMT. Cette transition aurait un rôle central dans le 

développement métastatique 31,32. Afin de déterminer si la nécessité de la traduction lors de 

l’adhésion est dépendante de l’état morphologique, nous avons comparé la cinétique 

d’adhésion des cellules NMuMG et des cellules NMuMG ayant subi l’EMT 312,313. La 

transition des cellules épithéliales NMuMG vers des cellules de type mésenchymateux a été 

effectuée par traitement au TGF-β en présence du facteur de transcription Twist 314,315. 

Les cellules NMuMG sont des cellules à phénotype épithélial comme il est possible de 

l’observer par la présence de la E-cadhérine et de la β-caténine, bien que ces dernières 
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expriment un faible niveau de N-cadhérine et de Slug (figure 3.39-A). De plus, ces cellules 

présentent une morphologie de type épithélial du fait de leur juxtaposition, de leur paroie 

jointe et de leur forme pavimenteuse (figure 3.39-B). Comme attendue, l’efficacité de 

l’induction de l’EMT par le traitement au TGF-β et par l’expression de Twist induit une perte 

d’expression des marqueurs épithéliaux aux profits des marqueurs mésenchymateux où 

nous pouvons observer une augmentation de l’expression de la N-cadhérine, de la 

vimentine et de Slug (figure 3.39-A). L'efficacité de l'induction a été corroborée par les 

changements morphologiques associés à l'EMT. En effet, les cellules induites présentent 

une morphologie allongée, caractéristique des cellules mésenchymateuses (figure 3.39-C). 

Figure 3.39 : Induction de l’EMT par le TGF-β dans les cellules NMuMG-Twist. 

Les cellules NMuMG sont transduite avec Twist et traitées avec du TGF-β (5 ng/mL) pendant 72 
heures et comparées aux cellules NMuMG non traitées. A) Immunobuvardage des niveaux 
d’expression des marqueurs épithéliaux et mésenchymateux des cellules NMuMG et NMuMG-Twist 
+ TGF-β. * : bande non spécifique. B) Image réprésentative de la morphologie des cellules NMuMG. 
C) Image représentative de la morphologie des cellules NMuMG-Twist traitées au TGF-β. Barres 
d’échelle : 10 μm. Résultats de Bergeman et al., 2016. 

Nous avons évalué la capacité d’adhésion des cellules NMuMG non induites et induites en 

présence d’inhibiteur de la traduction (figure 3.40). Les cellules NMuMG non induites ne 

présentent pas de différence notable dans leur capacité d’adhésion en absence ou en 

présence de cycloheximide (figure 3.40-A). Cependant, lorsque ces cellules ont subi l’EMT, 

la présence d’inhibiteur de traduction affecte significativement la capacité d’adhésion de ces 

cellules. En effet, l’adhésion des cellules induites traitées à la cycloheximide présente une 

diminution de 33% à 60 minutes d’adhésion et cette différence est maintenue au cours du 

temps (figure 3.40-B).  
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Figure 3.40 : L’inhibition de la traduction affecte la cinétique d’adhésion des cellules 
ayant subi l’EMT. 

A) L’adhésion des cellules NMuMG est évaluée au cours du temps en présence ou en absence de 
cycloheximide. B) L’adhésion des cellules NMuMG-Twist, traitées au TGF-β afin d’induire l’EMT, est 
évalué au cours du temps en présence ou en absence de cycloheximide. La barre d’erreur représente 
l’écart type. Valeur du test de Student bilatéral *** ≤ 0,001. Résultats de Bergeman et al., 2016. 

Nous avons voulu confirmer ces données avec un autre modèle connu de l’EMT utilisant les 

cellules MDCK où la simple expression exogène de Twist est suffisante pour induire cette 

transition 315. En absence d’expression de Twist, la présence de cycloheximide n’affecte pas 

la capacité d’adhésion des cellules MDCK (figure 3.41-A). Cependant, à la suite de 

l’induction de l’EMT, les cellules MDCK traitées à la cycloheximide ont une diminution 

significative de leur capacité d’adhésion soit environ 20% dès 60 minutes d’adhésion (figure 

3.41-B). Cette diminution est maintenue au cours du temps. 

Figure 3.41 : L’inhibition de la traduction affecte la cinétique d’adhésion des cellules 
ayant subi l’EMT. 

A) L’adhésion des cellules MDCK est évaluée au cours du temps en présence ou en absence de 
cycloheximide. B) L’adhésion des cellules MDCK, exprimant Twist afin d’induire l’EMT, est évaluée 
au cours du temps en présence ou en absence de cycloheximide. La barre d’erreur représente l’écart 
type. Valeur du test de Student bilatéral *** ≤ 0,001. Résultats de Bergeman et al., 2016.  
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Bien que nous ayons échoué à détecter la présence de SICs dans ces cellules, nous 

récapitulons les mécanismes qui peuvent être retrouvés durant l’adhésion dans ces 

structures. En effet, ces données confirment tout d’abord que la traduction module 

l’adhésion des cellules mésenchymateuses et qu’elles en sont dépendantes contrairement 

aux cellules épithéliales. De plus, nous montrons que la transition épithéliale 

mésenchymateuse est suffisante pour reproduire cet effet. Ainsi, nos résultats obtenus avec 

les NMuMG et les MDCK laissent supposer que les mécanismes qui régulent les SICs sont 

impliqués dans l’adhésion et l’invasion des cellules cancéreuses qui ont subi l’EMT. 

3.3 L'inhibition de la traduction affecte l'adhésion et l’invasion des cellules 
hautement métastatiques 

Le métabolisme des SICs pourrait donc contrôler l’adhésion et, par le fait même, le potentiel 

invasif des cellules cancéreuses métastatiques qui ont subi l’EMT. Pour étudier cette 

possibilité, nous avons comparé les lignées cellulaires cancéreuses du sein MDA-MB-231 

qui sont hautement métastatiques et les MDA-MB-468 qui sont plus faiblement 

métastatiques 316,317. Les MDA-MB-231 présentent un profil mésenchymateux comme il est 

possible de le voir avec l’expression de la vimentine et de slug de même que l’absence 

d’expression de la E-cadhérine, de la claudine et de la faible expression de la β-caténine. 

Contrairement à ces cellules, les MDA-MB-468 présentent des marqueurs exclusivement 

épithéliaux comme la E-cadhérine, la β-caténine et la claudine (figure 3.42) La différence 

d’expression de ces marqueurs a motivé le choix de sélection de ces deux lignées pour la 

suite de l’étude. 

Figure 3.42 : Niveau d’expression des marqueurs épithéliaux et mésenchymateux des 
MDA-MB-468 et des MDA-MB-231. 

Immunobuvardage des niveaux d’expression des marqueurs épithéliaux et mésenchymateux des 
cellules MDA-MB-468 et MDA-MB-231. Résultats de Bergeman et al., 2016. 
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À l’aide de ces deux lignées cellulaires, nous avons évalué l’adhésion en présence ou en 

absence de cycloheximide comme fait précédemment pour les autres types cellulaires. 

Comme attendu, l’inhibition de la traduction diminue la capacité d’adhésion des cellules 

MDA-MB-231 d’environ 60% alors que pour les cellules MDA-MB-468, aucun effet 

significatif n’est observé dans ces mêmes conditions (figure 3.43). 

Figure 3.43 : L’inhibition de la traduction affecte la cinétique d’adhésion des cellules 
invasives. 

L’adhésion des cellules MDA-MB-468 (non-invasives) et MDA-MB-231 (hautement invasives) est 
évaluée au cours du temps en présence ou en absence de cycloheximide. La barre d’erreur 
représente l’écart type. Valeur du test de Student bilatéral *** ≤ 0,001. Résultats de Bergeman et al., 
2016. 

Pour déterminer si l’inhibition de la traduction pourrait également diminuer l’adhésion de ces 

cellules cancéreuses sur les parois cellulaires des vaisseaux sanguins, nous avons réalisé 

un test d’adhésion sur des cellules HUVECs 318. Pour effectuer ce test, la puromycine a été 

utilisée afin d’inhiber la traduction. En effet, puisqu’un gène de résistance existe pour cette 

molécule, nous avons conféré cette résistance aux cellules HUVEC afin d’éviter que la 

puromycine affecte l’intégrité de la couche de cellules endothéliales. De plus, cet inhibiteur 

a montré précédemment le même effet que la cycloheximide sur l’adhésion (figure 3.37). À 

l’issue de 3 heures d’adhésion, nous pouvons observer que les cellules MDA-MB-231 

traitées à la puromycine présentent une adhésion diminuée d’environ 47 ± 6%  par rapport 

au cellules non traitées (figure 3.44-A) alors que les cellules MDA-MB-468 ne sont pas 

affectées par le traitement (figure 3.44-B). 
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Figure 3.44 : L’inhibition de la traduction diminue la capacité des cellules invasives à 
adhérer sur des cellules endothéliales. 

A) Image correspondant à l’acquisition de 64 champs avec un objectif de 20x de cellules MDA-MB-
231 adhérant à une monocouche d’HUVECs résistantes à la puromycine en présence ou en absence 
de puromycine (2,5 μg/mL) (panneau du haut). Graphique représentant l’adhésion relative des 
cellules MDA-MB-231 en présence ou en absence de puromycine (panneau du bas). (B) Image 
correspondant à l’acquisition de 64 champs avec un objectif de 20x de cellules MDA-MB-468 
adhérant à une monocouche d’HUVECs résistantes à la puromycine, en présence ou en absence de 
puromycine (2,5 μg/mL) (panneau du haut). Graphique représentant l’adhésion relative des cellules 
MDA-MB-231 en présence ou en absence de puromycine (panneau du bas). Barres d’échelle : 300 
μm. Valeur du test de Student bilatéral *** ≤ 0,001. Résultats de Bergeman et al., 2016. 

Par la suite, nous avons voulu analyser l’impact de la diminution de la capacité d’adhésion 

lors de l’inhibition de la traduction sur la capacité de migration transendothéliale. Pour 

quantifier cet effet, nous avons procédé à des tests d’invasion en chambre de boyden avec 

pour matrice les cellules HUVECs résistantes à la puromycine. Nous avons évalué la 

capacité de migration des cellules MDA-MB-231 et MDA-MB-468 à passer au travers de la 

couche endothéliale en présence ou en absence de l’inhibiteur de la traduction puromycine 

(figure 3.45). La capacité d’invasion des cellules MDA-MB-231 est diminuée de façon 
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significative soit de 69% ± 5% alors que celle des cellules MDA-MB-468 n’est pas affectée. 

Ainsi, ces données indiquent que, pour les cellules cancéreuses à morphologie 

mésenchymateuse, l’altération des mécanismes d’adhésion au travers des SICs diminue 

drastiquement leur potentiel d’adhésion aussi bien que celui à envahir la couche 

endothéliale. 

Figure 3.45 : L’inhibition de la traduction diminue la capacité d’invasion 
transendothéliale des cellules invasives. 

A) Image correspondant à l’acquisition de 64 champs avec un objectif de 20x de cellules MDA-MB-
231 et MDA-MB-468 qui ont effectuées la migration transendothéliale à travers la monocouche de 
cellules HUVECs résistantes à la puromycine en présence ou en absence de puromycine (2,5 μg/mL) 
(panneau de gauche). Graphique représentant l’invasion relative des cellules MDA-MB-231 et MDA-
MB-468 en présence ou en absence de puromycine (panneau de droites). Barres d’échelle : 500 μm. 
Valeur du test de Student bilatéral *** ≤ 0,001. Résultats de Bergeman et al., 2016.
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L’objectif de ce projet de doctorat était de définir le rôle des SICs dans l’adhésion et 

l’étalement cellulaire. Notre étude montre que la formation des SICs, qui précèdent 

l’étalement cellulaire, présente une dynamique ressemblant à celle des blebs de l’état 

amiboïde. En effet, tout comme dans l’état amiboïde, l’activité de la voie RhoA/ROCK est 

nécessaire à leur formation et l’inhibition de cette voie entraîne leur disparition ainsi que 

l’absence de consolidation de l’adhésion. Nous avons également constaté que les SICs 

étaient enrichis en RBPs et en ARNm (chapitre 2 section 1). Cela nous a conduits à analyser 

le rôle de la traduction lors de l’adhésion cellulaire et de la formation des SICs. Nous avons 

pu montrer que la majorité de la traduction cellulaire prenait place au niveau des SICs lors 

de leur formation et qu’elle était nécessaire à la réorganisation du cytosquelette d’actine. En 

effet, de nombreuses protéines impliquées dans la formation et la maturation des points 

focaux d’adhésion sont synthétisées lors de l’adhésion et leurs ARNm sont enrichis au 

niveau des SICs. Ainsi, l’inhibition de la traduction affecte le métabolisme de cette structure 

et empêche la cellule SICs positive de passer outre ce stade d’adhésion (chapitre 2 section 

2). En effet, il a été montré que l’inhibition de la traduction affecte la capacité des cellules 

mésenchymateuses ou ayant transitées vers le phénotype mésenchymateux à adhérer et à 

migrer (chapitre 2 section 3). 

1 L’activité de RhoA au cœur du de la formation des SICs 

Il faut noter que la présence de blebs lors de l’adhésion a été rapportée dans plusieurs 

études, mais leur fonction restait à définir 154,155. En 2004, l’étude de De Hoog identifie une 

structure présente lors de l’adhésion des cellules, qu’ils nomment SICs. Bien qu’elle n’ait 

pas été définie comme des blebs, cse deux structures partagent de fortes similarités. En 

effet, comme il a été décrit plus tôt, les SICs sont des structures dynamiques dont la durée 

de vie est d’environ 30 secondes. La formation de cette structure par expansion et sa 

résorption suit le même schéma que celui des blebs de l’état amiboïde. De plus, les cellules 

adhérantes SICs positives partagent un certain nombre de traits morphologiques avec les 

cellules amiboïdes, comme une faible adhésion, la présence de blebs et une forte activité 

de RhoA/ROCK 101,107. 

L’activité de RhoA/ROCK est centrale dans le métabolisme des SICs puisque son inhibition 

par l’utilisation d’un shRNA ou par l’utilisation de l’inhibiteur Y27632 se traduit par une très 

forte inhibition de leur formation. De plus, nous montrons que la forme active de RhoA-GTP 

est principalement localisée au niveau des SICs et qu’il y a une très forte phosphorylation 
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des motifs reconnus par ROCK. Cela concorde avec le fait que les SICs précèdent 

l’étalement cellulaire médié par Rac pour la formation de lamellipodes. Les voies 

RhoA/ROCK et Rac sont des voies mutuellement antagonistes 107. Cela suggère donc que 

l’activité de RhoA, lors de la formation des SICs, limite l’étalement cellulaire et permet la 

consolidation et la maturation de l’adhésion. En effet, RhoA est nécessaire à la maturation 

des complexes focaux en adhésion focale et son inhibition se traduit par une augmentation 

de l’activité de Rac. Cette notion du contrôle de l’activation de Rac par RhoA lors de la 

formation des SICs peut être renforcée par la présence de la RBP Sam68. En effet, Sam68 

a été montrée pour inhiber l’activité de Rac au profit de RhoA lors de l’adhésion et de limiter 

l’étalement cellulaire 192. Cette inhibition passe par la régulation négative de Src qui est 

connue pour activer p190rhoGAP, une GAP inactivant RhoA 115,192. En effet, Src joue un 

rôle important dans la régulation de l’activité des Rho-GTPases à la suite de son 

recrutement et de son activation aux intégrines 319. De plus, cette tyrosine kinase permet de 

maximiser l’activité de FAK qui est nécessaire, en autre, à la maturation des points focaux 

d’adhésion 320,321. Cela conforte donc le résultat obtenu lors de l’inhibition de Sam68 à l’aide 

d’un shRNA qui montre une adhésion légèrement plus rapide (figure 3.14-C) et un nombre 

moins important de cellules SICs positives au cours du temps (figure 3.14-B). La diminution 

de l’expression de Sam68 aboutit à une inhibition de RhoA et à une augmentation de 

l’activité de Src et de Rac. Cet effet suit la même tendance que celui avec l’inhibiteur 

Y27632. Afin de confirmer le rôle de Sam68 et de Src dans l’adhésion et dans le 

métabolisme des SICs, il serait intéressant d’utiliser l’inhibiteur de Src (PP2). Jusqu’à 

maintenant, nous avons pu montrer qu’en présence de Sam68, l’inhibiteur PP2 n’a pas 

d’effet, ce qui est logique puisqu’on s’attend déjà à une plus faible activité de Src par la 

présence de Sam68 (figure 4.1). 
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Figure 4.1 : Effet de l’inhibition de Src sur l’adhésion en présence de Sam68. 

L’adhésion des cellules MRC-5 est évaluée au cours du temps en présence de l’inhibiteur de Src 
(PP2). La barre d’erreur représente l’écart type.  

Reste à voir maintenant l’effet de PP2, sur l’adhésion et la cinétique des SICs, en absence 

de Sam68 qui devrait reproduire plus ou moins le résultat où Sam68 est présent sur 

l’adhésion. Il serait également intéressant d’évaluer la localisation de Src lors de la formation 

des SICs. De plus, l’utilisation de dominant actif et négatif de cette kinase pourrait aider à la 

compréhension du rôle de Src dans la formation des SICs. En effet, Src a été montré pour 

participer au choix de migration entre celle amiboïde et mésenchymateuse en favorisant la 

migration mésenchymateuse 322,323. 

De plus, lors de la formation des SICs et de la transition vers l’étalement cellulaire, il serait 

intéressant de mesurer l’activité de RhoA à différents temps et celle de son effecteur ROCK. 

Pour ce faire, une purification par affinité des formes actives de RhoA-GTP le permettrait. 

Au fur et à mesure que l’adhésion et l’étalement se déroulent, l’activité de RhoA devrait 

laisser place à celle de Rac et cette diminution devrait concorder avec la diminution des 

cellules SICs positives. Enfin, l’activité de RhoA a été montrée pour être dépendante de la 

rigidité du support. En effet, plus le support est rigide, plus l’activité de RhoA augmente ainsi 

que la tension sur les points focaux 324. RhoA étant nécessaire à la formation des SICs, il 

serait intéressant d’évaluer l’impact de la rigidité du support sur son activité et la vitesse de 

formation et la cinétique des SICs. Ainsi, les SICs et leur formation pourraient exercer une 

fonction de contrôle dans l’adhésion et l’étalement cellulaire en permettant à la cellule de 

choisir une rigidité de matrice adaptée à la cellule. En effet, il a été montré que la rigidité de 

la matrice favorise l’interaction entre les cellules cancéreuse et l’endothélium 325. 
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2 Les SICs, un modèle de l’AMT 

Les cellules amiboïdes partagent des caractéristiques morphologiques communes avec les 

cellules SICs positives. Ces caractéristiques correspondent à leur morphologie plutôt 

arrondie, à leur faible adhérence et à la présence de bleb/SICs qui dépendent de la voie de 

signalisation RhoA/ROCK 107. Les cellules SICs positives ressemblent donc à des cellules 

amiboïdes qui amorcent une phase d’étalement cellulaire afin de basculer vers une 

morphologie mésenchymateuse. Ce changement morphologique correspond à une 

augmentation de l’adhérence et à une limitation de l’activité de RhoA afin de générer un 

front de migration qui dépend de l’activité de Rac. Ces changements morphologiques sont 

similaires à ceux observés pour la transition amiboïde mésenchymateuse. Cette idée peut 

être supportée par le fait que les cellules épithéliales ne sont pas affectées par les 

traitements interférant avec le métabolisme des SICs, car seulement les cellules 

mésenchymateuses peuvent adopter une morphologie amiboïde 78,326. 

3 Le rôle des SICs dans l’activité traductionnelle 

Plusieurs études ont montré l’importance de la traduction localisée dans divers processus, 

dont celui de la migration et l’invasion cellulaire 275,286. Cependant, la traduction localisée 

représente une infime partie de la traduction globale de la cellule. Ici, notre étude montre 

que la traduction est majoritairement localisée au niveau des SICs lors de l’adhésion. En 

effet, cela est soutenue par le fait que plus de 70% des peptides néo-synthétisés marqués 

par la puromycine sont localisés au niveau des SICs (figure 3.23). De plus, tant que ceux-ci 

sont présents, la majorité de la traduction y a lieu (figure 3.21). Ces données concordent 

avec le fait que la sonde oligo(dT) fluorescente montre clairement un enrichissement 

d’ARNm au niveau des SICs (figure 3.15). La présence d’ARNm poly(A) colocalise avec 

d’autres constituants des SICs comme les protéines focales d’adhésion préalablement 

montrées pour faire partie des SICs 159. 

3.1 Les SICs, une fonction mécanique 

Plusieurs études ont rapporté que la traduction est un mécanisme rapide puisque le 

ribosome synthétise 4 acides aminés par seconde 232. Cependant, la cinétique des SICs a 

montré qu’ils avaient une durée de vie d’environ 30 secondes, ce qui ferait une incorporation 

d’environ 150 acides aminés. Bien qu’important, ce nombre peut paraître insuffisant sachant 

que les plus petites protéines identifiées par spectrométrie de masse lors de l’adhésion 

mesurent environ 140 acides aminés et les plus importantes plus de 2000. Dès lors, 
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comment faire concorder la durée de vie d’un SICs avec la vitesse de traduction ? Bien que 

la réponse à cette question reste à définir, une hypothèse serait que les SICs serviraient à 

créer un flux cytoplasmique pour s’enrichir d’ARNm spécifiques et à maintenir une activité 

traductionnelle dans la portion corticale au bord de la cellule, là où les points focaux 

d’adhésion prennent naissance. 

En effet, nous avons vu que les SICs ressemblent à un bleb amiboïde. Un bleb se forme à 

la suite d'une rupture du cortex d’actine ou à un détachement de ce dernier permettant au 

flux cytoplasmique de pousser la membrane afin de créer cette structure sphérique. Ainsi, 

la pression osmotique s’engouffre et pousse la membrane plasmique 105. La cellule pourrait 

alors utiliser les SICs comme moyen de pompage afin d’attirer les constituants au pourtour 

de la cellule pour la formation des points focaux. Le déplacement de constituants par la flux 

cytoplasmique au cours de la formation d’un bleb a déjà été mis en évidence chez le 

poisson-zèbre 327. De plus, la traduction localisée a été montrée pour prendre place au sein 

de fibroblastes en migration et qu’il y avait présence de ribosomes aux points focaux 

d’adhésion 294,328. 

3.2 Le rôle des RBPs dans la traduction localisée 

Le mécanisme de flux cytoplasmique n’explique cependant pas totalement le rôle des SICs. 

En effet, lorsque la protéine eGFP est exprimée, bien qu’elle soit présente dans les SICs, 

elle n’y est pas enrichie (figure 3.12 et 3.23). Cela indique que le flux cytoplasmique n’est 

pas suffisant pour créer l’enrichissement et ce qui renforce par le fait même la présence de 

traduction locale. L’existence d’un système d’ancrage des RNPs aux SICs, permettant 

l’enrichissement des ARNm et donc de l’activité traductionnelle, pourrait être une hypothèse 

à valider. Cela est supporté par une étude qui montre que la protéine paxilline, enrichie aux 

SICs (figure 3.2), est capable de lier PABP1 permettant son recrutement aux points focaux 

d’adhésion 329. La suite de l’étude a révélé que l’inhibition de l’interaction entre PABP1 et 

paxilline conduit à des défauts dans l’étalement cellulaire et l’adhésion 330. Enfin, 

récemment, il a également été montré que dans le cas de fibroblastes en migration (cellules 

MRC-5), PABP1 est localisée au niveau du front de migration et colocalise avec eIF4E 328. 

Sachant que PABP1 a été trouvée dans notre étude pour être traduite lors de l’adhésion et 

que la protéine paxilline est présente au niveau des SICs, ces données suggèrent un 

mécanisme dans lequel PABP1 faciliterait le ciblage / ancrage d’ARNm au niveau des SICs 

lors de l’adhésion cellulaire. De plus, PABP1 est une RNP nécessaire à l’activité 

traductionnelle puisqu’elle permet l’activation de l’ARNm lors de l’initiation de la traduction 
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via son interaction avec eIF4G 331. Cela renforce également le lien avec la traduction 

localisée au niveau des SICs. Afin de valider ces hypothèses, il serait intéressant de 

connaître la localisation de PABP1 à savoir si, comme pour la paxilline, elle est présente au 

niveau des SICs. Il serait également possible de suivre la diffusion de cette dernière lors de 

l’adhésion et de la formation des SICs en la fusionnant avec la protéine photo convertible 

mEos (monomeric Eos probes). PABP1 a été montrée pour être une protéine diffuse dans 

le cytoplasme et la fusion avec la GFP n’affecte pas sa relocalisation 332.  

La présence de RBP au niveau des SICs n’est pas surprenante au vu de l’activité 

traductionnelle y existant. D’ailleurs, la publication de De Hoog avait identifié un grand 

nombre de RBPs pouvant être potentiellement localisées au niveau des SICs 159. De plus, 

notre étude montre qu’il ne s’agit pas seulement d’une présence, mais bien d’un 

enrichissement des RBPs étudiées soit les protéines FMRP, Sam68 et G3BP1. Il a été 

montré que, dans le système nerveux, la traduction d’ARNm était réprimée dans le transport 

au travers des axones par ces protéines afin qu’ils soient traduits à un endroit spécifique 

lorsque cela s’avère nécessaire 194,307,333,334. De façon similaire, la répression traductionnelle 

des RNPs pourrait se faire pendant le transport jusqu’aux SICs pour une traduction des 

ARNm rapide et localisée à la suite de signaux activateurs de l’adhésion.  

La protéine G3BP1 est majoritairement connue pour être une composante des granules de 

stress. Le fort enrichissement de G3BP1 au niveau des SICs laisse croire à une répression 

de la traduction des ARNm y étant localisés, ce qui n’est pas le cas au vu du signal de 

puromycilation (figure 3.21). Plusieurs études ont révélé que la phosphorylation de la sérine 

149 de G3BP1 est nécessaire à la dissociation des granules de stress et à la dé-répression 

de la traduction médiée par cette RBP 307,335. Il serait intéressant d’analyser l’état de 

phosphorylation de G3BP1 au niveau des SICs. Cela pourrait se faire à l’aide d’anticorps 

phospho-spécifiques, mais également à l’aide de mutants phosphomimétiques ou non-

phosphorylables. Il serait aussi intéressant d’analyser la localisation de G3BP1 en fonction 

de son statut de phosphorylation au niveau des SICs. De plus, la simple perte d’expression 

de G3BP1 se traduit par une légère augmentation de la cinétique d’adhésion et par une 

diminution du nombre de cellules SICs positives (figure 3.14-B et C). Alors, l’utilisation de 

ces mutants pourrait modifier la cinétique d’adhésion et la cinétique de formation des SICs, 

ce qui permettrait de mieux caractériser le rôle de G3BP1 dans ces processus. Enfin, les 

deux kinases actuellement connues pour phosphoryler G3BP1 au résidu 149 sont CK2 
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(Casein Kinase 2) et AKT (Protein kinase B) 336,337. L’analyse du rôle de chacune d’elle lors 

de l’adhésion serait possible à l’aide de shRNA ou d’inhibiteurs spécifiques. 

De plus, il serait également intéressant d’analyser le rôle du domaine de liaison à l’ARN 

dans la relocalisation des RBPs au niveau des SICs. En ce qui concerne Sam68, les 

mutations dans son domaine KH sont connues pour l’empêcher de se lier aux ARNm 193 

mais nous montrons également que ces mutations bloquent sa relocalisation au niveau des 

SICs (figure 3.13). Ces résultats indiquent donc que la liaison à l’ARN de Sam68 est un 

élément essentiel à sa relocalisation laissant suggérer qu’il pourrait peut-être s’agir d’un 

mécanisme partagé par d’autres RBPs relocalisées aux SICs. Sam68 a été montrée pour 

lier l’ARNm de la β-actine (actb) dans la portion 3’UTR et pour le transporter dans les 

synapses 193,194. Nos résultats de spectrométrie de masse nous ont montré que la β-actine 

était traduite lors de l’adhésion et que le 3’UTR de cet ARNm est suffisant pour son transport 

aux SICs suggérant sa traduction localisée (figure 3.34). Ces données indiquent que Sam68 

pourrait jouer un rôle important dans le transport des ARNs. Pour investiguer davantage son 

rôle sur les ARNs, des expériences de CLIP (Cross-linking immunoprecipitation) suivies 

d’un séquençage à haut débit permettraient l’identification des ARNm que Sam68 lie. Ces 

expériences pourraient également être complétées par d’autres de fractionnement, en 

présence ou en absence de Sam68, suivies d’un séquençage à haut débit ou qPCR afin 

d’identifier l’effet de la perte de l’expression de Sam68 sur la distribution des ARNs. 

La déplétion de Sam68 ou de G3BP1 donne l’effet contraire de l’inhibition de la traduction 

sur l’adhésion, étant donné que ces RBPs sont connues pour restreindre l’activité 

traductionnelle des ARNm. En effet, l’inhibition de la traduction montre une forte diminution 

de la cinétique d’adhérence des cellules mésenchymateuses (figure 3.36) alors qu’avec la 

déplétion, nous ne pouvons voir qu’une légère augmentation de celle-ci (figure 3.14-C). Cela 

laisse suggérer que la déplétion d’une seule RBP n’est pas suffisante pour avoir un effet 

significatif sur la cinétique d’adhésion. Cela peut être expliqué par la redondance des RBPs 

et de leur fonction. En effet, un ARNm peut être la cible de plusieurs RBPs et chaque RBP 

peut cibler plusieurs ARNm. Cette hypothèse de redondance a été suggérée pour G3BP1 

qui peut être compensée par son isoforme G3BP2 338,339. 

4 Le rôle de la traduction dans l’adhésion 

Afin d’identifier les protéines traduites lors de l’adhésion, nous avons mis au point un 

protocole d’immunoprécipitation dénaturante spécifique à la puromycine (figure 3.28). Cette 
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technique, basée sur la technique appelée SUnSET, nous permet de marquer, à l’aide de 

la puromycine, les protéines qui sont en cours de traduction pendant le temps d’incubation 

de cet inhibiteur. Ainsi, nous sommes capables d’immunoprécipiter que les protéines en 

cours de synthèse pendant le traitement et nous pouvons alors procéder à leur identification 

par spectrométrie de masse. Cette technique permet de répondre à une obligation de temps 

qui n’est pas possible avec d’autres techniques comme le « Click-it ». En effet, ces 

techniques nécessitent un temps d’incubation beaucoup trop long par rapport à notre fenêtre 

de temps lors de l’adhésion 308. De plus, le contrôle d’immunoprécipitation sans traitement 

à la puromycine nous permet de renforcer la spécificité de l’identification. 

Ainsi, parmi les protéines identifiées pour être traduites lors de l’adhésion, 38% avaient déjà 

été identifiées par De Hoog pour être potentiellement présentes au niveau des SICs. 

Sachant que la majorité de la traduction y est localisée, cela conforte nos résultats que la 

majorité des protéines identifiées y sont synthétisées. Cependant, nous ne pouvons pas non 

plus exclure la possibilité d’une participation du cytoplasme. Lors de nos résultats de 

spectrométrie de masse nous avons identifié un grand nombre de protéines impliquées dans 

la traduction et dans la liaison aux ARNs. Ces protéines peuvent être traduites dans le but 

d’aider l’activité traductionnelle et son intensification. La présence de protéines chaperonne 

potentiellement traduites au niveau des SICs soutient cette hypothèse du fait que l’activité 

traductionnelle des SICs aboutit à la synthèse d’un grand nombre de protéines qui 

nécessitent une prise en charge par ce type de protéines afin de faciliter le repliement et 

d’éviter la formation d’agrégats. 

La confirmation de certaines protéines identifiées par spectrométrie de masse a été 

effectuée par analyse en immunobuvardage lors de l’adhésion (figure 3.30) renforçant la 

validité de l’identification effectuée. Parmi les protéines identifiées, certaines sont 

impliquées dans la formation et la maturation des points focaux d’adhésion et dans la mise 

en place du cytosquelette d’actine, mais également impliquées dans l’activité 

traductionnelle. Cela est conforme avec notre étude qui montre que les SICs sont des 

centres traductionnels et réorganisationnels du cytosquelette d’actine (figure 3.18 et 3.21). 

Parmi les protéines identifiées, nous montrons que la β-actine est traduite lors de l’adhésion 

et que sa séquence 3’UTR est suffisante pour permettre son ciblage au niveau des SICs 

(tableau 3.1 et figure 3.33). Cela concorde avec le fait que la traduction localisée de cet 

ARNm a été montrée au front de migration dans les fibroblastes 276. Cela aide la 
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polymérisation locale des filaments d’actine ce qui permet de générer une force nécessaire 

au mouvement cellulaire et, dans notre cas, aiderait à l’adhésion et à l’étalement cellulaire 

340,341. La RBP ZBP1, tout comme Sam68, ont été montrées pour lier cet ARNm dans sa 

partie 3’UTR et pour participer à sa localisation 273. La RBP ZBP1 a également été identifiée 

pour sa capcité à lier d’autres ARNm dont celui de l’α-actinine 278, une protéines que nous 

avons également montrée pour être traduite lors de l’adhésion et dont la séquence 3’UTR 

est également suffisante pour permettre sa relocalisation au niveau des SICs. Ainsi, il serait 

intéressant d’évaluer la présence de ZBP1 au niveau des SICs, mais également de 

connaître l’effet de sa déplétion sur la relocalisation des ARNm lors de l’adhésion. Il serait 

également intéressant de savoir si un motif de séquence permet la relocalisation des ARNm 

au niveau des SICs ou bien un motif de structure. Cela pourrait être faisable en analysant 

les 3’UTR des ARNm relocalisés. 

Un certain nombre des protéines identifiées joue un rôle central dans la dynamique du 

cytosquelette d’actine et de son organisation, mais également dans la maturation des points 

focaux d’adhésion. C’est le cas l’α-actinine et de la myosine 9 qui ont été montrées pour 

être indispensables au processus de maturation de ces derniers 129. Fait intéressant, parmi 

les protéines identifiées pour être synthétisées lors de l’adhésion, nous n’avons pas détecté 

de kinases importantes pour la mise en place des points focaux d’adhésion de type FAK ou 

Src ni même de petites protéines G de type RhoA, Rac et Cdc42 pourtant connues pour 

être importantes dans l’organisation du cytosquelette d’actine. En effet, nous n’avons 

identifié principalement que des protéines impliquées dans l'organisation des filaments 

d’actine tel que l’α-actine, la myosine et la filamine et uniquement deux protéines impliquées 

dans la dynamique des filaments d'actine que sont la profiline et la cofiline. De plus, nous 

montrons que la formation des SICs dépend de l’activité de RhoA et que ceux-ci sont des 

structures riches en RhoA-GTP, ce qui permet l’activation de son substrat ROCK qui va lui-

même phosphoryler d’autres protéines présentes dans les SICs visualisées par leur motif 

de phosphorylation (figure 3.5 et 3.6). Ces résultats suggèrent que les protéines de 

signalisation impliquées dans la dynamique telles que les kinases seraient déjà présentes. 

Cela pourrait être concordant avec le fait que les cellules en voie d’adhésion et qui forment 

des SICs nécessitent un remodelage important du cytosquelette et donc peut être une 

quantité plus importante de molécules structurales par rapport aux molécules régulatrices. 

De plus, la présence de traduction dans les SICs peut concorder avec le fait que les 

composants recrutés aux complexes d’adhésion d’intégrines sont des complexes préformés 
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132,342. En effet, ces études ont montré que la taline, identifiée pour être traduite lors de 

l’adhésion, n’est recrutée que plus tard dans les complexes d’adhésion dépendant des 

intégrines notamment après la vinculine que nous avons montrée pour être présente aux 

points focaux d’adhésion lors de la formation des SICs. Le blocage de la traduction est 

également concordant avec ce fait, car si nous bloquons la traduction, nous bloquons la 

possibilité de maturation des points focaux d’adhésion par l’inhibition de l’α-actinine, de la 

myosine et de la taline. Cela pourrait expliquer le maintien des SICs au cours du temps 

puisqu’il y a incapacité de traduire les protéines nécessaires à la maturation des points 

focaux et à la réorganisation du cytosquelette. En effet, l’absence de la taline ne se traduit 

pas par l’absence des points focaux d’adhésion, mais plutôt par de nombreux points focaux 

incapables de poursuivre leur maturation 151. Ainsi, des adhérences peuvent se former sans 

taline, mais elles ne peuvent pas soutenir ni réagir correctement à la force générée par la 

tension du cytosquelette d’actine qui conduit leur maturation. Ceci est corroboré par une 

étude qui indique que la liaison des intégrines à la matrice extracellulaire est indépendante 

de la taline 343. Ces résultats concordent aussi avec ceux obtenus lors du traitement avec 

l’inhibiteur Y27632. En effet, ce traitement force un étalement cellulaire prématuré via 

l’inhibition de la voie RhoA/ROCK par le Y27632 et limite la fonction des SICs à traduire 

localement. Cette incapacité à synthétiser localement les protéines nécessaires à la 

consolidation de l’adhésion est corroborée par l'effet combiné du Y27632 avec la 

cycloheximide (figure 4.2). En effet, la cycloheximide empêche toute maturation possible 

des adhésions grâce à la synthèse de nouvelles protéines suggérant que les molécules 

d’adhésion traduites localement contribuent à la consolidation et à la maturation des points 

focaux. 
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Figure 4.2 : L’inhibition de la voie de RhoA/ROCK affecte uniquement l’adhésion des 
cellules SICs positives. 

L’adhésion des cellules MRC-5 et HeLa est évaluée au cours du temps en présence de l’inhibiteur 
de ROCK (Y27632), de cycloheximide et en association avec les deux drogues. A) Cellules MRC-5 
(SICs positives) B) Cellules HeLa (SICs négatives). Résultats de Bergeman et al., 2016. 

Les SICs avaient d’abord été suggérés précédemment pour ne se retrouver que dans les 

lignées de cellules primaires non transformées 159. En effet, seules les cellules NHDF et 

MRC-5 produisant des SICs présentaient une cinétique d’adhérence altérée lors de la 

présence d’inhibiteur de traduction (figure 3.36). Les lignées de cellules cancéreuses telles 

que les cellules HeLa et CaCo-2, qui ne produisent pas de SICs pendant le processus 

d'adhésion, n’ont pas d’altération de leur cinétique d'adhésion lors de l’inhibition de la 

traduction (figure 3.36). Ces résultats appuient l’idée que les lignées de cellules 

cancéreuses contournent la formation des SICs et passent directement à la phase de 

propagation sans s'appuyer sur des événements de traduction induits par ces derniers 

conforment à De Hoog. De plus, les deux lignées cellulaires affectées par l'inhibition de la 

traduction (MRC-5 et NHDF) partagent également une morphologie mésenchymateuse, 

alors que les deux lignées cellulaires cancéreuses (HeLa et CaCo-2) présentent un 

caractère épithélial, comme confirmé par l’expression de marqueurs mésenchymateux et 

épithéliaux.  

Ce modèle a été confirmé par l’utilisation de lignées cellulaires bien établies pour subir l’EMT 

à savoir les NMuMG et les MDCK 312,315. À la suite de leur transition vers l’état 

mésenchymateux, ces deux lignées cellulaires sont devenues sensibles à l’inhibition de la 

traduction lors de l’adhésion. Bien que nous n’ayons pas réussi à détecter de SICs dans ces 

cellules après la transition, nous récapitulons les mécanismes observés en présence 

d’inhibiteur de la traduction. C’est également le cas pour les cellules cancéreuses MDA-MB-

231 et MDA-MB-468 qui ont été choisies du fait de leur forte divergence entre les profils de 
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marqueurs épithéliaux et mésenchymateux. Dès lors, comment expliquer la nécessité de la 

traduction lors de l’adhésion pour les cellules mésenchymateuses ? Ces cellules présentent 

une morphologie étalée avec une surface cellulaire plus importante 344. Ces changements 

sont en partie liés à la réorganisation du cytosquelette d’actine lors de la transition épithéliale 

mésenchymateuse puisqu’elle présente un grand nombre de fibres contractiles, épaisses et 

parallèles 345. En effet, l’EMT s’accompagne d’une tension beaucoup plus importante au 

niveau de la membrane plasmique 346. Ces données suggèrent que le blocage de la 

traduction perturberait la mise en place de l’architecture du cytosquelette d’actine, ce qui 

impacterait les cellules mésenchymateuses à adhérer et à transiter vers l’étalement 

cellulaire. Au contraire, les cellules épithéliales possèdent une morphologie plus restreinte. 

Cette morphologie pourrait expliquer leur insensibilité à l’inhibition de la traduction même 

lorsque l'expression des composants d'adhésion est limitée. Des données similaires ont été 

obtenues à l’aide des MDA-MD-231 où l’adhésion est inhibée par l’utilisation de drogue 

bloquant la traduction et ce, in vitro sur cellules HUVECs. Plusieurs études ont montré que 

les cellules cancéreuses utilisent les intégrines (α4β1) pour accroître la solidité de l'adhésion 

cellulaire envers les cellules endothéliales. Ce type d'intégrines reconnaissent les molécules 

de fibronectines qui participent à la composition de la matrice extracellulaire, mais 

également les molécules VCAM-1 qui sont exprimées par les cellules endothéliales 292,293. 

Bien que nous n’ayons pas détecté d’intégrines lors de nos analyses de spectrométrie de 

masse, une analyse plus poussée l’aurait peut-être permise. En effet, nos analyses n’ont 

pas été effectuées dès les premières minutes de l’adhésion. Ainsi, une analyse à d’autres 

temps d’adhésion permettrait peut-être de découvrir différentes vagues traductionnelles. 

L’inhibition de la traduction ne se limite pas uniquement à l’adhésion, puisqu’elle affecte 

également la migration transendothéliale des cellules MDA-MB-231. En effet, en utilisant 

des chambres de Boyden recouvertes de cellules HUVECs, nous avons constaté, à l’issue 

du temps de migration, un effet additif. Dans le cas où la migration n’aurait pas été affectée, 

nous aurions eu la même diminution entre l’adhésion et la migration par rapport à leur 

contrôle respectif (figure 3.44 et 3.45). Cela peut être dû à l’incapacité des cellules à transiter 

vers un phénotype mésenchymateux à la suite de l’inhibition de la traduction lors de 

l’adhésion, mais également à leur incapacité à former des protrusions permettant la 

migration comme cela a pu être montré. En effet, la traduction au niveau des protrusions a 

été montrée pour être nécessaire à la migration et à l’invasion cellulaire 275. 

  



 

142 
 

5 eIF2α et le contrôle l’activité traductionnelle lors de l’adhésion 

5.1 L’implication de eIF2α dans l’adhésion 

Comme nous avons pu en discuter précédemment, les SICs sont des lieux de traduction 

importants lors de l’adhésion (figure 3.21). Inhiber cette traduction aboutit à un maintien des 

SICs dans le temps et à une diminution de la capacité d’adhésion des cellules 

mésenchymateuses (figure 3.17 et 3.26). Cela nous a conduits à nous intéresser à l’activité 

traductionnelle global lors de l’adhésion. Les profils polysomaux réalisés nous ont indiqué 

que l’activité traductionnelle diminue fortement au début de l’adhésion pour reprendre au fur 

et à mesure que cette dernière s’effectue (figure 3.25). Ces données ont été corrélées avec 

des expériences de puromycilation. Cela suggère une réinitialisation de la traduction lors de 

l’adhésion. L’activité traductionnelle globale peut être régulée autant par le contrôle de la 

phosphorylation d’eIF2α que par celui de 4E-BP1. Bien que nous n’avons pas encore 

investigué le rôle de 4E-BP1 dans ce contexte, nos données indiquent que ce contrôle 

semble dépendant de la phosphorylation de eIF2α. En effet, nous observons une 

concordance dans le temps entre la phosphorylation de eIF2α et la perte d’activité 

traductionnelle au regard des expériences d’incorporation de la puromycine et des profils 

polysomaux (figure 3.26 et 3.25). De plus, afin de confirmer le rôle de la phosphorylation de 

eIF2α dans l’adhésion, nous avons procédé à un test d’adhésion et de puromycinylation en 

présence d’ISRIB (Integrated Stress Response Inhibitor) (figure 4.3). Cette molécule permet 

de renverser l’effet de la phosphorylation eIF2α en forçant eiF2B à procéder à l’échange du 

GDP pour du GTP afin de rendre disponible le complexe ternaire pour l’activation de la 

traduction et ce, même en condition de phosphorylation de eIF2α. Nous avons raisonné 

qu’en présence d’ISRIB, nous devrions obtenir l’effet inverse que celui de l’inhibition de la 

traduction pour le test d’adhésion (figure 4.3-A). En ce qui concerne le test de 

puromycinylation, si la diminution de l’activité traductionnelle est bien médiée par la 

phosphorylation d’eIF2α, alors nous devrions obtenir des trainées protéiques uniformes au 

cours du temps (figure 4.3-B). 
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Figure 4.3 : Contourner la phosphorylation d’eIF2α accélère l’adhésion cellulaire en 
favorisant l’activité traductionnelle. 

A) L’adhésion des cellules MRC-5 est évaluée au cours du temps en présence d’ISRIB (0.2 µM), de 
cycloheximide (50 µg/mL) et sans traitement. La barre d’erreur représente l’écart type. B) 
Immunobuvardage d’extraits cellulaires de MRC-5. Les cellules sont mises en adhésion en présence 
d’ISRIB (0.2 µM). Aux différents temps d’adhésion, elles sont traitées pendant 5 minutes à la 
puromycine (10 µg/mL) afin d’évaluer l’activité traductionnelle lors de ce processus. 
L’immunobuvardage de eIF2α total joue le rôle de contrôle de charge. 

Bien qu’il s’agisse de données préliminaires, le fait que les cellules traitées à l’ISRIB ont une 

cinétique d’adhésion accélérée par rapport aux cellules contrôles et que l’incorporation de 

puromycine est homogène au cours du temps, cela renforce l’idée que l’activité 

traductionnelle et, au travers elle, la capacité d’adhésion sont régulées par la 

phosphorylation d’eIF2α. Ces résultats pourront être confortés par l’utilisation de mutants 

phosphomimétiques (eIF2α S51D) ou phosphorésistants (eIF2α S51A) 347. Cela permettra 

de réellement confirmer l’implication du rôle d’eIF2α dans le contrôle de l’activité 

traductionnelle lors de l’adhésion. Il serait également intéressant de connaître l’état de 

phosphorylation de 4E-BP1 lors de l’adhésion et d’analyser le rôle de ce dernier. 

L’étude de De Hoog avait pu montrer qu’il y avait une forte présence d’ARN ribosomaux 

18S au niveau des SICs, mais également au niveau du cytoplasme. Cette donnée indique 

la présence de ribosomes dans les deux entités. Or, contrairement au cytoplasme, les SICs 

présentent une forte activité traductionnelle (figure 3.21). Il serait donc intéressant d’étudier 

la localisation de p-eIF2α pour déterminer si sa forme phosphorylée se retrouve plutôt au 

niveau de cytoplasme afin d’expliquer la faible activité traductionnelle et une exclusion dans 

les SICs afin de permettre cette activité. De plus, il serait également pertinent d’évaluer 
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l’effet de la p-eIF2α sur le métabolisme des SICs par l’utilisation de mutants 

phosphomimétiques ou phosphorésistants ou bien même par l’utilisation de l’ISRIB. 

5.2 Comment pourrait intervenir la régulation de la phosphorylation 
d’eIF2α ? 

L’augmentation de phosphorylation d’eIF2α peut être dû à l’activation d’une kinase, à 

l’inhibition d’une phosphatase ou à un mélange des deux. 

Actuellement, 4 kinases sont connues pour participer à cette phosphorylation. Il s’agit de 

GCN2, HRI, PERK et PKR 231,239. Il faut noter que chacune de ces kinases est connue pour 

agir en fonction de stress bien spécifiques. HRI est connue pour agir en cas de déficience 

en hème, de stress oxydatif ou d’inhibition du protéasome. PERK est activée par 

l’accumulation de protéines malformées conduisant au stress du réticulum endoplasmique. 

PKR est activée en réponse à l’infection virales tandis que GCN2 est activée par 

l’accumulation d’ARNt non chargés à la suite d’une carence en acides aminés 

indispensables 239. Aucune de ces kinases ne semble directement répondre au stress lors 

de l’adhésion. Il serait donc intéressant d’analyser le rôle de chacune de ces quatre kinases 

sur la phosphorylation de eIF2α lors de l’adhésion. Cela pourrait s’effectuer par l’utilisation 

de shRNA dirigés contre chacune d’entre elles et/ou l’utilisation d’inhibiteurs spécifiques 

disponibles sur le marché. Par ces moyens, il serait intéressant d’effectuer des tests 

d’adhésion, mais également d’analyser le niveau de phosphorylation d’eIF2α. Si l’une de 

ces kinases est impliquée dans l’augmentation de la phosphorylation d’eIF2α lors de 

l’adhésion, alors on devrait obtenir une diminution de cette phosphorylation, mais également 

un résultat similaire à l’ISRIB en ce qui concerne la cinétique d’adhésion soit une 

augmentation. 

Dès lors, comment expliquer l’activation d’une de ces kinases pour la phosphorylation 

d’eIF2α ? Bien que cela n’a pas été montré dans un premier temps chez les mammifères, il 

a été montré chez la levure que l’inhibition de la signalisation de TORC1 conduit à 

l’activation de SIT4, une phosphatase qui déphosphoryle GCN2, ce qui va permettre son 

activation, aboutissant à l’augmentation de la phosphorylation d’eIF2α 348. Ainsi, 

l’inactivation de TORC1 aboutit à l’activation de GCN2 349. Plus récemment, il a été montré 

chez les mammifères que l’inactivation de mTORC1 aboutit à l’activation de PP6C, la 

phosphatase homologue a SIT4, ce qui conduit à la déphosphorylation de GCN2 (résidu ser 

551) et donc à la phosphorylation d’eIF2α 350. Il a également été montré que l’inactivation 
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de mTORC2 se traduit par une augmentation de l’activité de PERK induite par l’inactivation 

d’AKT 351,352, car AKT phosphoryle et inactive PERK (résidu Thr 799) 351. Il serait donc 

intéressant d’évaluer si la phosphorylation d’eIF2α est contrôlée par les complexes mTOR, 

d’autant plus qu’une étude a montré que FAK permet l’activation de mTORC1 lors de 

l’adhésion cellulaire via son action inhibitrice sur TSC1/2, un inhibiteur de mTORC1. De 

plus, cette même étude a montré également que TSC1/2 est nécessaire à l’inhibition de 

mTORC1 lorsque les cellules sont en suspension 353. Ainsi, l’une des hypothèses serait que 

l’activation de FAK, lors de la formation des points focaux d’adhésion, pourrait permettre 

d’inhiber l’action de la kinase qui phosphoryle eIF2α au travers de l’activation de mTORC1 

en inhibant TSC2.  

Comme nous avons pu le voir précédemment, l’activité de mTOR semble étroitement liée à 

celle de la phosphorylation d’eIF2α. Il serait intéressant d’évaluer l’implication des 

complexes mTORC dans la phosphorylation d’eIF2α lors de l’adhésion. Cela pourrait 

s’effectuer à l’aide de shRNA dirigés contre la protéine RAPTOR ou RICTOR et TSC2. La 

protéine RAPTOR fait partie du complexe 1 de mTOR et sa perte inhibe l’activité de ce 

complexe. Cela est également valable pour la protéine RICTOR, qui elle est spécifique au 

complexe 2 de mTOR. Il serait également possible d’utiliser la drogue Torin qui inhibe 

l’activité des complexes 1 et 2. Ces résultats devraient se traduire par une augmentation du 

niveau de phosphorylation de eIF2α et une adhésion diminuée. 

En ce qui concerne les phosphatases, deux phosphatases sont actuellement connues pour 

contrôler le niveau de phosphorylation d’eIF2α. Il s’agit de GADD34 et de CReP qui 

s’associent à PP1α pour pouvoir effectuer la déphosphorylation 354,355. Le modèle actuel 

serait que CReP contrôle la phosphorylation basale d’eIF2α en absence de stress tandis 

que GADD34 contrôlerait celle en cas de stress 354,356,357. En effet, GADD34 est transcrit et 

traduit à la suite de la phosphorylation d’eIF2α qui permet alors la traduction d’ATF4, un 

facteur nécessaire à la transcription de l’ARNm de GADD34 357. Cependant, lors de 

l’adhésion, nous ne voyons pas d’induction d’ATF4 (donnée non montrée). Cette absence 

d’induction d’ATF4 serait peut-être liée au fait qu’il s’agit d’une phosphorylation d’eIF2α trop 

transitoire ne permettant pas la synthèse d’ATF4, mais également à une phosphorylation 

inférieure à celle nécessaire pour permettre sa traduction. Ainsi, cela laisserait supposer 

que la phosphatase impliquée serait CReP et non GADD34. Cela pourrait être validé par 

l’utilisation de shRNA ciblant l’une ou l’autre des phosphatases. De plus, des drogues sont 

disponibles comme la salburinal ciblant les deux phosphatases ou la guanabenz ciblant 
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uniquement GADD34 358,359. En ciblant la bonne phosphatase, on devrait observer le 

maintien de la phosphorylation d’eIF2α ou même son amplification au cours du temps 

d’adhésion. 

5.3 eIF2α, une fonction dans la dissémination métastatique ? 

Comme nous l’avons vu précédemment lors de l’adhésion, le niveau de phosphorylation 

d’eIF2α est inversement proportionnel avec celui de l’activité traductionnelle. De plus, 

l’activité traductionnelle module la capacité d’adhésion des cellules comme nous avons pu 

l’observer avec l’ISRIB qui ignore l’effet de la p-eIF2α et la cycloheximide qui bloque la 

traduction. L’activité traductionnelle contrôle également la formation des SICs, ce qui a été 

montré avec le traitement à la cycloheximide. Ainsi, la phosphorylation d’eIF2α pourrait être 

un modulateur clef de l’activité traductionnelle lors de l’adhésion cellulaire et donc contrôler 

la consolidation et l’étalement cellulaire. Dans le cas du développement métastatique, 

l’activité traductionnelle pourrait être activée ou, au contraire, inhibée par le 

microenvironnement et le stress induit par ce dernier. Cela modulerait, par le fait même, la 

capacité des cellules tumorales circulantes à adhérer à l’endothélium et à coloniser un 

organe secondaire particulier. Il a été proposé que l’adhésion des cellules tumorales sur 

l’endothélium nécessite tout d’abord une interaction faible qui, bien qu’insuffisante à 

l’adhésion, permet la consolidation de ce processus 360. En fonction des organes, les cellules 

endothéliales présentes dans le système vasculaire expriment différentes molécules 

d’adhésion cellulaire (CAMs : Cell adhesion molecule) et différents récepteurs de surface 

cellulaire 361–363. Les CAMs qui regroupent la super famille des intégrines, des cadhérines, 

des immunoglobulines et des sélectines permettent d’induire différentes voies de 

signalisation à la suite de l’interaction avec leur ligand. L’engagement des intégrines a déjà 

été préalablement montrée pour contrôler la traduction et réguler l’expression des gènes au 

travers de la voie de signalisation PI3K-Akt-mTOR 364,365. De plus, le recrutement de 

ribosomes et la traduction locale au niveau du front de migration renforcent ce lien et le rôle 

des intégrines dans ce processus 294. Dès lors, la compatibilité entre les molécules 

d’adhésion et leur ligand exprimés par les cellules cancéreuses et les cellules endothéliales 

pourrait moduler l’adhésion des cellules par l’activité traductionnelle au niveau des points 

focaux d’adhésion. Cela pourrait concorder avec la théorie du « seed and soil » qui indique 

que les métastases ont besoin d’un sol fertile, c’est-à-dire d’un microenvironnement 

hospitalier afin de soutenir la colonisation métastatique 51. Ce sol fertile pourrait faire 

intervenir les molécules impliquées dans l’adhésion et ces dernières contrôleraient l’activité 
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traductionnelle pour permettre l’adhésion et l’invasion cellulaire. En effet, il a été confirmé 

que la traduction joue un rôle important dans la capacité des cellules cancéreuses à adhérer 

(figure 3.44) et à migrer aux travers l’endothélium 275 (figure 3.45). La régulation de la 

traduction pourrait donc permettre de choisir un microenvironnement et de participer au 

développement métastatique en favorisant ou, au contraire, en limitant l’adhésion cellulaire.



 

 
 

 

Conclusion 
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Bien que les SICs furent découverts en 2004, peu d’études ont porté sur ces structures et 

les fonctions de ces dernières. Au cours de mon doctorat, j’ai cherché à caractériser la 

fonction et le rôle des SICs dans l’adhésion et l’étalement cellulaire. Nous avons trouvé que 

les SICs sont des structures hautement dynamiques qui ressemblent aux blebs dans la 

migration amiboïde. Tout comme dans l’état amiboïde, les SICs dépendent de l’activité de 

RhoA/ROCK pour se former. L’activité de cette Rho GTPase est enrichie au niveau de cette 

structure et son inhibition affecte la consolidation de l’adhésion cellulaire. Nous avons 

également montré, qu’en plus de l’activité de RhoA/ROCK, la traduction était nécessaire à 

l’adhésion. Cela est lié à l’enrichissement d’ARNm et à la présence d’une très forte activité 

traductionnelle au niveau des SICs. Cette activité traductionnelle est nécessaire à la mise 

en place du cytosquelette d’actine puisqu’elle permet de synthétiser des composants 

essentiels à sa réorganisation qui se produit lors de l’adhésion. Cependant, seules les 

cellules mésenchymateuses et les cellules hautement métastatiques semblent affectées par 

ce mécanisme. En effet, les cellules épithéliales n’ont montré aucun effet lors de l’inhibition 

de la traduction sur leur capacité d’adhésion. 

Nous proposons donc un modèle où les SICs, lieux de traduction locale, jouent un rôle 

central dans le contrôle de l’adhésion cellulaire en permettant la consolidation des points 

focaux d’adhésion. L’activité traductionnelle pourrait donc jouer un rôle de senseur afin de 

permettre la dissémination des cellules cancéreuses circulantes à former des métastases 

Figure 5.1 : Modèle du rôle des SICs dans l’adhésion cellulaire. 

Lors de l’adhésion d’une cellule mésenchymateuse, les ARNm sont transportés par les RBPs au 
niveau des SICs où ils seront traduits. Les SICs sont des structures dynamiques avec un fort niveau 
d’activité traductionnelle. Les ARNm traduits permettent la réorganisation du cytosquelette et la 
maturation des points focaux d’adhésion, ce qui permet à la cellule de s’étaler par la suite. Illustration 
par Jonathan Bergeman.
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Annexe - 1 : Localized translation regulates cell 
adhesion and transendothelial migration 

Cette annexe contient la version intégrale d’un article publié dans la revue Jounal of Cell 

Science en 2016 qui est reproduit dans ce mémoire avec la permission des co-auteurs. 
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Annexe - 2 : Quantitative immunofluorescence to 
measure global localized translation 

Cette annexe contient la version intégrale d’un article publié dans la revue Journal of 

Visualized Experiments en 2017 qui est reproduit dans ce mémoire avec la permission des 

co-auteurs. 
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