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Comment creer un organisme multicellulaire ?
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Epitheliums & tissus conjonctifs

— mechanical stresses
are transmitted from
epithelial cgll to cell by cytoskeletal
tissue filaments anchored to
cell-matrix and cell-cell
adhesion sites
basal
lamina
connective directly bears mechanical
tissue stresses of tension and
compression
collagen
fibers




Les jonctions cellulaires chez les vertebrés

APICAL
- tight junction seals gap between
TIGHT JUNCTION epithelial cells
adherens junction connects actin
filament bundle in one cell with
that in the next cell
CELL-CELL
ANCHORING JUNCTIONS

- desmosome connects intermediate
> filaments in one cell to those in

the next cell

CHANNEL-FORMING

~
junctional '
complex

gap junction allows the passage
JUNCTION of small water-soluble molecules
from cell to cell
CELL-MATRIX
ANCHORING JUNCTIONS
BASAL
actin-linked cell-matrix junction hemidesmosome anchors intermediate
anchors actin filaments in cell filaments in cell to extracellular matrix

to extracellular matrix



Les jonctions cellules-cellules



Les jonctions GAP [ARETENR ]

interacting
plasma membranes

channel
1.4 nmin
diameter

(daltons)

connexon
two connexons in composed of
register forming six subunits
open channel between

adjacent cells

(A)
&y S H d
homomeric
e I - ] .
l ‘ll ——
\
heteromenc homotyplc heterotypic
®) connexins connexons intercellular channels

Les jonctions GAP permettent la diffusion d’une cellule a I'autre de petites molécules comme les ions
Ca2+ ou l'inositol triphosphate (IP3) ou 'AMPc et donc la propagation rapide de signaux de
communication intracellulaire! (voir cours signalisation)



Les jonctions serrees

(A) interacting (B)
plasma membranes

cell 1
oflfe | Uil |
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space \ cell 2 claudin  occludin
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Les jonctions serrées empéchent Sty PDZ PDZ p pDZ SH3 oK

le passage de molécules sauf les ions! B B ,
Zonula Occludens (ZO) protéines sont des protéines adaptatrices

Des souriceaux KO pour le gene claudin-1 meurent le jour de leur naissance a cause d’une perte d’eau
massive par évaporation au niveau de la peau!



FOCUS: Roéle des jonctions serrées dans transport du glucose a
travers | ’épithélium intestinal

Na*-driven
glucose symport

Low

Jonctions serrées

plasma
membranes

of adjacent cells
intercellular
space

passive glucose
carrier protein

basolateral
surface

basal lamina
EXTRACELLULAR
FLUID/CONNECTIVE —
TISSUE

LOw



Cadhérines, jonctions adherentes et desmosomes

APICAL

TIGHT JUNCTION

CELL-CELL
ANCHORING JUNCTIONS

CHANNEL-FORMING

- tight junction seals gap between

epithelial cells

junctiona
complex

desmosome connects intermediate
filaments in one cell to those in
the next cell

- adherens junction connects actin
filament bundle in one cell with
that in the next cell

JUNCTION n
CELL-MATRIX i ]
ANCHORING JUNCTIONS 1
o N
BASAL

actin-linked cell-matrix junction
anchors actin filaments in cell

to extracellular matrix

Transmembrane

Junction adhesion protein

Classical
cadherins

Adherens junction

Nonclassical
cadherins

(desmoglein,
desmocollin)

Desmosome

Extracellular
ligand

Cell-cell

Classical
cadherin on
neighboring cell

Desmoglein and
desmocollin on
neighboring cell

/"'[/ M

hemidesmosome anchors intermediate
filaments in cell to extracellular matrix

1

Intracellular
cytoskeletal
attachment

Actin filaments

Intermediate
filaments

gap junction allows the passage
of small water-soluble molecules
from cell to cell

Intracellular
adaptor proteins

a-Catenin,
B-catenin, p120-
catenin, vinculin

Plakoglobin,
plakophilin,
desmoplakin



La superfamille des cadhérines

classical cadherin
(E-cadherin)

Fat cadherin _Il“l.llll
Flamingo
ﬁ=i|—||-.-|---||- T e PN P
Ret -.——..—
desmocollin =D DS

cadherin 23 _..“.“.:m

protocadherins
[———e e e e
(Pcdh )

T-cadherin d‘.....

INTRACELLULAR EXTRACELLULAR



Structure et fonction des cadhérines [ ARETENIR 1]

hinge regions

cadherin
domains

S

I |

>1 mM Ca2*+

plasma plasma
membrane membrane e Ca2+
of cell 1 of cell 2
<0.05 mM Ca?+
cadherin domains
flexible N-terminal
hinge region cadherin domains
(A) (B)
plasma o
membrane e
of cell 2 o

plasma membrane
of cell 1

(@)



Jonctions adhérentes et cytosquelette d’'actine

actin filaments

.. . . microvilli extending
inside microvillus

from apical surface

tight junction

bundle of
actin filaments

adhesion
belt

lateral plasma
L. membranes of
adjacent

epithelial cells

basal surface

Jonctions adhérentes
au niveau de |'épithélium intestinal

Adherens Junctions
(Zonula adherens)

Actin

Plasma membrane

Vinculins

>
Cadherin



Jonctions adhérentes, cadhérines, ceinture d’adhérence
et développement du tube neural (1/2)

sheet of epithelial cells

INVAGINATION OF EPITHELIAL SHEET CAUSED
BY AN ORGANIZED TIGHTENING OF

adhesion dbe'c‘t.""‘f‘.'l‘ ‘ ADHESION BELTS IN SELECTED REGIONS OF
assoclated actin filaments CELL SHEET

EPITHELIAL TUBE PINCHES OFF
FROM OVERLYING SHEET OF CELLS

epithelial
tube




Couplage entre force de tension exercée entre cellules
adhérentes et contraction de la ceinture d’adhérence

NO TENSION TENSION

CYTOSOL

1

attached cell
pulls on cadherin

plasma mem brane\
// N

foldad CYTOSOL

a-catenin 7 4 extended
\% (-catenin
gg'i vingulin 4’ ’
& g
g & &
actin
filament " [ .’

myosin Il pulls on actin



Jonctions adhérentes, cadhérines
et developpement du tube neural (2/2)

(A) (B)

cell expressing
E-cadherin

cell expressing
(A) N-cadherin

50 um

E-Cadherin



keratin filaments

basal lamina

©. 0. ¢

8 desmosome

hemidesmosome

Les desmosomes

(A) nonclassical
cadherin proteins

\

intermediate
filaments

dense plaque of
adaptor proteins

CYTOSOL

plasma
membranes

(B) desmoplakin

intermediate
filaments

plakoglobin

plakophilin

] adaptor proteins

“ plasma membrane

(D)

]

nonclassical
cadherin
proteins




FOCUS: Pemphigus une maladie auto-immune liée a la production

d’autoanticorps contre les desmosomes

Yung-Tsu Cho et al, Biomedicines 2022



Environ 50 membres répartis en 6 classes

Les filaments intermédiaires

Nature tres variée

Unisciel

Classe

-

Nom

kératine acide
kératine basique
dezmune

GFAP Glial Fibnillary
Acidic Protein

periphérine

Synémine

vimentine

neurofilament I, M et H

alpha-intermexme

lamine

Nestine

Nb

génes

18

18

de PM
kDa

40-63

31-86

53

50

190

4

70-200

Association

avec classe 2
avec classe 1

homopolymere

homopolymere

homopolymere

avec membre  de
classe 3

homo ou hétero

avec L, M ou H de
cette classe

homopolymere

homopolymere

homopolymeére

Expression
prédominante dans

cellule épithéliale
cellule eépithéliale

cellule nmsculae

cellule ghale

newones

cellules musculawes

fibroblastes

newrones

neurones embryonnaires
toutes cellules (noyau)

newrones embrvonnaires,
myocytes



Les filaments intermeédiaires

les filaments intermédiaires (kératine)
dans les cellules épithéliales

desmoplakine
plakoglobine i | desmoplakine
== /

desmosome Seoeew~ = - Windoffer et |
M » - o-aecs? Leube,
Mainz

desmogléine - kératine

plectine - vue de

dessus

(kératine verte
desmoplakine brun/
rouge)

hemi-
desmosome

intégrine

lame basale

Unisciel



Les filaments intermédiaires
Ne sont pas « dynamiques » comme actine et tubuline

NH COOH

L |
a-helical region of monomer

NH COOH
coiled-coil dimer

NH; COOH
I 48 nm |
(B)

—_— COOH
COOH NH,
COOH -— COOH NH;

©) staggered tetramer of two coiled-coil dimers

(E) addition of 8 tetramers to growing filament

= molécule fibreuse qui s’associe en dimére, puis en tétramére

Polymérisation peut dépendre de I'état de phosphorylation

Ex: lamine phosphorylée se dissocie



Les jonctions cellules - matrice extracelllaire



Intégrines et jonctions cellules — MEC

I

- tight junction seals gap between
epithelial cells

TIGHT JUNCTION

adherens junction connects actin
filament bundle in one cell with
that in the next cell

junctional
complex

CELL-CELL
ANCHORING JUNCTIONS
desmosome connects intermediate
filaments in one cell to those in
the next cell

CHANNEL-FORMING gap junction allows the passage

JUNCTION of small water-soluble molecules
from cell to cell
CELL-MATRIX ‘ ’
ANCHORING JUNCTIONS 1
o S
BASAL
actin-linked cell-matrix junction emidesmosome anchors intermediate

anchors actin filaments in cell filaments in cell to extracellular matrix
to extracellular matrix

Jonction cellule = MEC hémidesmosome
liée au cytosquelette d’actine

extracellular matrix protein
epithelial

cell
| j keratin filaments keratin
| hemidesmosome

bunit — -
ofacive P basal lamina BP230
i o oo o o —— plectin

integrin
B subunit

e of active
[ integrin //

‘ (A)
|

CYTOSOL

integrin (ugf,)
type XVII collagen

F N\ 7 "~ laminin

0 type IV collagen




Les interactions avec la matrice extra-cellulaire
influencent le passage du point de restriction




LA TRANSITION EPITHELIO-MESENCHYMATEUSE

EE




La transition épithélio-mésenchymateuse

(TEM ou EMT)
EXEET

Processus au cours duquel des cellules épithéliales acquierent un phénotype mésenchymateux

s

Jonctions s
intercellulaires y O OW\
O O
- )

Lame basale

Cellules épithéliales Cellules mésenchymateuses
Adhésion intercellulaire Pas d’adhésion (intercellulaire)
Polarité apico-basale Polarité avant-arriere
Cellules immobiles Possible mobilité

©

Adapté de Domokos Bartis et al. Thorax 2014;69:760-765



EMT & Development

A 7-95S5 B
Y N
= Eagae @ 'y S S
( |
| .
\ /:{,
[ B
Epithelial » Mesenchymal

Leathers and Rogers, Development, 2022

L'EMT joue un role clé dans la migration des cellules de la créte neurale (NCC)



EMT & Cancer

Extravasation Intravasation

. . —Lvmph/blood

. .
e

LW AL S
—

Mcrometaslass

@Mauanewsm

L'EMT joue un role clé dans la formation des métastases

'

Nature Reviews | Cancer



L’EMT est associée a des modifications des
interactions cellule-cellule et cellule-MEC
et a une réorganisation du cytosquelette (1/4)

Tight-junction dissociation e —
ant ona
'Loss e desmoson’::lssocladon SMA expression
Loss of apical-basal polarity  Cytoskeleton reorganization
EMT effectors Front-back polarity MMPs up-regulation
Mlgtauon Basement membrane

degradation
Invasion

55 5 O~

" MESENCHYMAL MARKERS

EPITHELIAL MARKERS
E-Cadherin N-Cadherin
Claudins Fibronectin
Occludins Collagen I/l
201 Snail
Desmoplakin uSMA
Cytokeratins Vimentin

Adapté de Angadi PV, Indian J Health Science,2015




L’EMT est associée a des modifications des
interactions cellule-cellule et cellule-MEC
et a une réorganisation du cytosquelette (2/4)

Nucleus F-actin E-cadherin Merge

Induction
de 'EMT

Gue Tae Kim, International Journal of Oncology, 2014,45 :1673



L’EMT est associée a des modifications des
interactions cellule-cellule et cellule-MEC
et a une réorganisation du cytosquelette (3/4)

epithelial markers mesenchymal markers

controI
vector

Twust
vector

E-cadherin f-catenin y-catenin fibronectin vimentin
x(‘ C
%%, %X, &%, %%,
s, % %
~ O, T

Twist ‘ Twist |

[E-cadherin -.__4 | fibronectin -.

o a-catenin w— vimentin -
epithelial mesenchymal

markers markers

B-catenin — s—— N-cadherin -

| y-catenin ~ . a-SMA K

©
(B) The Molecular Biology of Cancer, Weinberg



L’EMT est associée a des modifications des
interactions cellule-cellule et cellule-MEC

We réorganisation du cytosquelette (4/4)
ololod .

Microtubules : réorganisation
variable selon le mode de
migration

Filaments intermédiaires :
Expression de Vimentine

Actine/myosine :
- Formation de I'invadopode

- Formation de fibres de stress
et d’adhésion focales

- Acquisition d’une polarité
avant-arriere et migration :
lamellipodes et filopodes



L'EMT est induite par des voies de signalisation
comme celle du TGF-beta

p-EGFR| " B

EGFR | == =

Détection des proteines
par Western Blot

B-actin

E-cadherin
N-cadherin
Vimentin

Snail

Slug

EMT-TF Twist

GAPDHE- RT3

—— | Détection des ARNmM

par RT-PCR

©
Adapté de Gue Tae Kim, International Journal of Oncology, 2014,45 :1673

E-cadherin nuclei vimentin

TGF-J for 7 days =——s

The Molecular Biology of Cancer, Weinberg



L'EMT induit des voies de signalisation
comme la voie Wnt/beta-caténine

CYTOPLASM

adjacent cell

plasma
membrane

EXTRACELLULAR

L

.

L)

.

.

.

.

.

.

,
*
1729\ SPACE

'

EC2 | ,j(

.\ ‘ »

ectodomains of two
" E-cadherin molecules EPITHELIAL
forming adherens STATE

: jun(tion adherens EMT MESENCHYMAL
X ‘ junctions STATE
R t
EC1 \ EC1 :
N X cytoplasmic tail s F‘“dhmn CYTOPLASM

of E-cadherin *

&

EC2 f-catenin ’
loss of translocation binding to

E-cadherin g‘ to nucleus Tcf/LEF and

EPITHELIAL T a} other TFs
STATE . ( \ /-
a-catenin canonical

plasma i signals Mﬂ&,
membrane % cytoplasmic tail Aoy . :

of E-cadherin f‘ 50 b’o‘&'ﬁf free [-catenin

linkage to actin in cytosol
cytoskeleton

La perte de la E-Cahérine libere la B-Caténine qui peut alors induire I'expression de genes cibles de la
voie Wnt/ B-Caténine!



Les facteurs de transcription orchestrant ’'EMT (EMT-TF)

Where first identified

Type of transcription factor Cancer association

Snail mesoderm induction in Drosophila; C2H2-type zinc finger invasive ductal carcinoma
(SNAIT) neural crest migration in vertebrates
Slug (SNAI2) delamination of the neural crest and C2H2-type zinc finger breast cancer cell lines, Slug/SNAI2

early mesoderm in chicken melanoma i
Twist mesoderm induction in Drosophila; bHLH various carcinomas, high-grade

emigration from neural crest melanoma, neuroblastoma
Goosecoid  gastrulation in frog paired homeodomain various carcinomas
FOXC2 mesenchyme formation winged helix/forkhead basal-like breast cancer
ZEB1 (6EF1) postgastrulation mesodermal tissue 2-handed zinc wide variety of cancers

formation finger/homeodomain
ZEB2 (SIP1) neurogenesis 2-handed zinc ovarian, breast, liver carcinomas

finger/homeodomain
Xenopus laevis

E12/E47 associated with E-cadherin promoter bHLH gastric cancer
(Tef3)2
Prrx 1 chick mesoderm formation paired homeobox various carcinomas

The Molecular Biology of Cancer, Weinberg



Régulation et genes cibles des EMT-TF

A TNF-Q) @ Wt IL-6
IL-R
IF1
JAKAT2
B-catenin
TCFILEF STXT:!@
l Snail
Pvromoter . . r .erWiBSt
\ O\ M\ RN\ R\ B\ R\ R\ R\ R\ \

A\%\U\U\

— N-cadherin . PARP1 . Vitronectin
— . E-cadherin ERCCA1 . Mucin-1

>k Gas6 . Akt2 . L1CAM

— «  E-cadherin <+ BIM «  a-catenin
A\¥ /& ANNNNNAN

— ¢ N-cadherin . ATM . MMP

] o E-cadherin . LLGL1/2 . a-SMA

x
A\A\ U\ A\ A\ N

Jihye Seo et al, Archives of Pharmacal Research, 2021



L’'induction de 'EMT et la migration dépend aussi de la MEC

(A) MEC « molle » (falble densité en collagen) The Molecular Biology of Cancer, Weinberg

(A)

(B) MEC « molle » + TGF-3 (C) MEC « rigide» + TGF-3

©

Cellules de carcinomes de la glande mammaire exprimant un transgene rapporteur Snail-YFP



EMT-TF & NCC development

A NC induction B Neural plate folding

Neural Neural plate MSx1

Ectow - M
BMP Mesoderm Paraxual mesoderm
WNT FGFs

C NC specification D Melanocytic
+ delamination differentiation

MSX1 FOXD3 EMT markers:

PAX3 SOX10 SNAIL/SLUG Melanocyte

Neural crest Premigratory
NC cells

dorsolateral o «_Basement
~~-___5O_U_t§____, ce membrane
= 4
- Dermis
SomneN | tub f ) Mlgratlng
- u: d et melanocytic MITF | differ-
Notochor ol i ffer
precursors entiation
(melanoblasts) PAX3 | —
SOX10
PAX3

Wessely et al, Int Journal of Molecular Sciences, 2021



LES MIGRATIONS CELLULAIRES



Les migrations cellulaires

44« =
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(A)




POURQUOI LES CELLULES MIGRENT?



1.1 Migration et déeveloppement embryonnaire

A 7-9SS B C Premigratory
T °"\.\ ool
T L P, " 9
= AT - [ \‘ B NS
I,% ;'| D Collective migration

4 )

[ B @

Epithelial ——» Mesenchymal

E Mesenchymal

Leathers and Rogers, Development, 2022

Les cellules de la créte neurale migrent de maniere collective puis de maniere individuelle!



1.2 Migration et cicatrisation cellulaire

(A) During the first stages of wound healing,
platelets are recruited to the open wound and
deposit fibrin (which serves as a preliminary
extracellular matrix) to arrest bleeding. (B)
During the next stages of wound healing,
immune cells including neutrophils followed by
macrophages are recruited to the wound and
clear dead tissue and debris in preparation for
healing. New blood vessels sprout around the
site. Fibroblasts are recruited to the site in
anticipation of scar formation. Keratinocytes
begin to migrate to cover the cutaneous wound
surface. (C) Finally, during the remodeling
phases of wound healing, the keratinocytes
have covered the site. Below the fibroblasts
deposit new extracellular matrix replacing the
fibrin plug, which is then remodeled to form the
final scar. New blood vessels are pruned and
nerves begin to regenerate to the site.

@ Red blood cell W Platelet

@ Macrophage * Fibroblast

- Fibrin

e EGM

connective
tissue

(5 Neutrophil

Adipocyte




1.2 La cicatrisation implique la migration des fibroblastes

Migration of fibroblasts in vitro in response to an artificial wound



1.3 Les cellules du systeme immunitaire traversent
I’endothélium pour éliminer les bactéries pendant la
cicatrisation

E N N e S S N S B mlolol
effector cell ', bacteria
I ’ *
@ 'L> &cytokines
AA

Connective tissue
Monocytes

® ©°]0 OO |0 @ vmon
s R | | e ypapp——




1.3 Les cellules du systeme immunitaire traversent
I’endothélium pour éliminer les bactéries pendant la
cicatrisation

Migration of a macrophage in vitro



1.4 Les cellules cancéreuses migrent de maniere collective
pour envahir les tissus

Primary tumor
—_— = Invasion Sps—
® (@)
® ©® 0 '@ o ° Oleoo
09"
0
=3 1) 0
0
o . 0 Collective
0 invasion
% 0
( NV
Extravasation 5& .
Intravasation (transendothelial migration)

Metastasis




1.4 Les cellules cancéreuses migrent de maniere collective
pour envahir les tissus

MDCK cells moving in a collective manner



La migration des cellules est guidée par des
signaux environnementaux

source of CXCL12
motile

1] unpolarized
IR state 1 d Donor FDx CxcrdMO/FDx
' host control control
‘ . - o
f ® e
bleb at \
leading edge . t
3]
(A) NO CXCL12 - BASIC MOTILITY

Bajanca et al, Nature Communications, 2019

(B) CXCL12 GRADIENT -
GUIDED MOTILITY

Les chimiokines comme CXCL12 guident la migration de cellules exprimant les récepteurs a ces mémes
chimiokines (chimiotactisme)



Focus: CXCR4 est un récepteur couplé aux protéines G

AMD3100
Integrin receptors RTK

Endocytosis

B-arrestin 12 —1 @ @)

GPCR internalization,
inhibition of signaling

e o ()
wl e® M

(PKA) [NFkB | |FOXO | —=—C
'%?'cg TER calcium sto @

Y Y Survival
Stemness Proliferation Migration Mngration Chemotaxis

Survival Migration Stemness Survival Proliferation

Trautman et al, International Journal of Radiation Biology, 2014



Focus: Développement de la ligne latérale chez le zébrafish




Aux origines
de la Force

Réle du Cytosquelette d’actine




Les modes de migration cellulaires

Single Cell

Amoeboid Mesenchymal
S v\u ;
\ G-
\\\
\"\—J

L
Chain \ ' Collective Sheet

The migrating front is in green




Des forces intracellulaires favorisent
la protrusion de la membrane a I’avant et
la rétraction de la membrane a l’arriere

Front

- Pushing
-force @
Direction of
mouvement

ﬁ § ‘ . Contractile
| t i force

4
Trailing Membrane
edge retraction

T Membrane

Lamellipodium protrusion

Rear



Les cellules amiboides

Direction of Bleb Front
mouvement
Membrane
I ‘ “Lamellipodium" protrusion

or “cortex”

/ Actin \

network %{
(polymerizing) i

‘ Contractile

Actomyosin

network &1 force
(contractile) / t
3 Membrane
Trailing retraction
edge

Rear



Les cellules mésenchymateuses

Direction of
mouvement

Membrane
protrusion

Lamellipodium

. Contractile

Filopodium
force

/

Actin

Actomyosin

stress fibers il
\ (contractile) /

\
network %é:/

(polymerizing)

?

Membrane

» FA:Focal adhesion

retraction

®* FC : Focal complex /nascent adhesion




|/ Forces de protrusion des membranes:
Role des filaments d’actine



Filaments d’actine et lamellipodes



Mobilité cellulaire par extension de lamellipodes

Continuous - | -
gliding

Repeated cycles



La polymérisation de lI’actine produit la force nécessaire au
mouvement

Photo-bleaching of lamellipodial actin
in a migrating cell (Wang, 1985, Lai et al, 2008)



sec 01.1

Co expression of
RFP-actin
+

photoactivable
GFP-actin

FRAP of the
central part of

\ the cell

Wl 2um Lai et al, 2008



La dynamique de I’actine produit la force nécessaire au
mouvement

1. Actin is a conserved eukaryotic globular protein of 42 kDa

2. Actin polymerises into polarised helical filaments Pointed £

3. Actin binds 1 molecule of ATP

Barbed
end



La dynamique de I’actine produit la force nécessaire au

Polvmerized actin

® arP
) ADP-Pi

O apP

mouvement

B

Barbed ends

»

Mass

Time

Qp

growing @
actin filament

actin treadmilling

A

(-_(f\ oligomers

Monomer concentration




La dynamique de I’actine produit la force nécessaire au
mouvement

Photo-bleaching of lamellipodial actin
in a migrating cell (Wang, 1985)

Polymerization

Depolymerization Treadmilling of actin filaments ?

(« Treadmilling » = « tapis roulant »)

Cependant, le mécanisme de tapis roulant est trop lent pour rendre compte des rapides processus
observés dans les cellules vivantes!



Les ADF (Actin Depolymerizing Factor) favorise la
dépolymérisation des filaments coté -

Barbed end
arped en ADF
)T)a0]51515101530

ADF (Actin Depolymerizing Factor) :
depolymerises actin filaments from
the pointed end to increase the
concentration of monomeric actin at
steady state which finally enhances
barbed end elongation.

Pantaloni et al, 2001




La Profilin favorise la | ARETENIR |
polymérisation des filaments coté +

Profilin-actin

Barbed end
Schutt et al.,1993



Des protéines de coiffe (CP) bloquent la polymérisation
cote + et augmentent le phénomene de tapis roulant des
filaments non coiffés

——— 0
PRSRESY

S3ESES -
FREN » -

90%

Capped
filaments

Non-capped

N ) 17105901510 )00

C \\ 3 \
27 -,

Probleme: In fine les CP bloquent le systeme. Les cellules doivent donc générer de nouvelles
extrémités + non coiffées pour contrebalancer 'activité des protéines CP!



Présence d’un réseau branché d’actine au front du
lamellipode

Front

Réseau branché
d’actine
(en forme deY)

£ E ‘l‘ ,‘-".';“Q' ::,‘,"'
Micrographie ¢électronique au niveau d’un keratinocyte
de xénope

Svitkina TM, JcellBiol, 1999



Le complexe ARP2/3 est localisé au front du lamellipode
au niveau des points de branchement

Localisation

Arp2 phalloidin  merge

Structure

ARPC2 p34

Branched actin { |
network

Immuno-gold

labelling of Arp2/3
(EM)

D IR ("

From Svitkina et al, 1999



Le complexe ARP2/3 et les protéines WASP favorisent
la formation de nouveaux filaments d’actine a partir de
filaments préexistants | ARETENIR ||

tra-cellular
signals
Plasma membrane

Cdfz VCA or WCA orWA
f_H
||WH1||B|GBD|PRD _

N-WASP l
WASP @
Actin

l Arp2/3

~

Actin alone

Fluoorescence (arbitrary units)
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Activators T l Stimulation of actin assembly

PIP2, Cdc42
Actin alone

Actin + Arp2/3

Actin + Arp2/3 + N-WASP

Actin + Arp2/3 + N-WASP+ Cdc42

Actin + Arp2/3 + N-WASP+ Cdc42 + PIP2
o Actin + Arp2/3 + VCA

Auto-inhibited

conformation From

Rohatgi et al, 1999
Egile et al, 1999

Arp2/3
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Le complexe ARP2/3 et les protéines WASP favorisent
la formation de nouveaux filaments d’actine a partir de
filaments préexistants

In vitro (Arp2/3 + VCA + actin)

From Pernier et al 2016



Dynamique du cytosquelette d’actine

E. Growing filaments push mombnnﬂom.rd
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Filaments d’actine et filopodes



Les filopodes
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electron microscopy (TEM).
The actin filaments that
belong to the filopodium are
highlited in blue

/ Actin \
network %Z\
o

(polymerizing)
Actomyosin .
FA : Focal adhesion
stress fibers = N\ -
\(contractile) ) *  FC : Focal complex /nascent adhesion




Les formines

Auto-inhibition

Filopodia, cell polarity, I\

o
endosome movement, [cEo]- o {E8l[Fea] | _FHz |{IM Dia, hDia1/mDia1

cytokinesis

[ceo] (o] [E8l[FAe] [ rv2 |BM npia3/mbia2
[ceo] [[oioT][@8l[FHe] [ Fv2 | hpia2/mbia3

[ H Actin

Rho " nucleation
GTPases | Autoregulatory
domain
GBD : GTPase Binding Domain
Filopodia DID : Diaphanous Inhibitory Domain
(Faix et Grosse, 2006) cc : Coiled-coil
FH1 : Formin Homology 1
FH2 : Formin Homology 2

DAD : Diaphanous Auto-regulatory Domain



Les formines contribuent a I’élongation des filaments
d’actine en présence de profiline

a Fluorescent
...ii‘l.b.b...":l.t.h.a F-actin

Cover slip

Microscope
slide

s
Evanescent 1 . S’
wave ‘ff._!;:s.;.,:.”:.,.,&b ot

Chamber
Cover slip

Objective

FH1-FH2 FH1-FH2 + Profilin

From Le Clainche et al, 2010



Mécanisme de formation des filopodes

Formin

Stage 1 Stage 2 (mDia1l)

fascin

Arp2/3

tip complex

4000

capping protein



I/ Force de rétraction des membranes:
Role des fibres d’actomyosines



Réseau d’actomyosine dans les cellules en migration

Polymerizing actin

Contractile Actomyosin

Focal adhesions




Classification des fibres de stress dans les cellules en migration

Ventral stress fibers

Transverse arcs

Dorsal stress fibers

dorsal stress fibers
ventral stress fibers
focal adhesions

Focal complex  Focal adhesion




La myosine Il s"assemble en mini-filaments bipolaires

(A) myosin-Il molecule

head tail

- 150 nM ———»

(B)myosin-II filament bare region Myosin heads




L’a-actinine relie les filaments d’actine et génere
suffisamment de place pour lI'insertion des fibres de myosine
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L’activité motrice de la myosine Il favorise la contraction des

fibres d’acto-myosine -

5.2. The motor activity
of myosins
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Myosin -
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plus
end

myosin
thick filament
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end
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end




Reconstitution in vitro de fibres de stress d’acto-myosine

a-actinin Actin-A594

Y, B2
Myosin-Il

S

Talin-1

S um
@ 35 um Q
Talin-1 / \
/ a-catenin /. —
LY a

Artificial stress fiber



Adhésion cellule-MEC : Les points focaux d’adhésion

|

Fibre de stress (actine +myosine) R?sea.u branche
| d’actine
" .
Points focaux au front du lamellipode

|'|

X5

Représentation yd

d’un kératinocyte 7”7 /

qui migre s /
./




Intégrines et cytosquelette d’actine

extracellular matrix protein

active —
integrin

\ﬁsubunh

. actin
filament



Relation entre force d’adhésion cellule/MEC
et vitesse de migration

>

Migration speed

Adhesion strength



Adheésion cellule/MEC et force de protrusion

III III

13

b Disengaged

N o

Retrograde 2N
flow ’\//
T
|
|
|
€ Engaged I
T P
s B 5 ~
N

L

Traction

otrusion

When the molecular clutch is
disengaged, the pushing actin
cytoskeleton in not anchored, it
will not generate force on the
membrane but move backwards
as a retrograde flow

When the clutch is engaged,
adhesion anchors the pushing
actin cytoskeleton so that
protrusion can occur instead
of retrograde flow

Molecular clutch = Embrayage moléculaire



Adhésion cellule/MEC et rétraction
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At the rear, adhesion detachement At the rear, if adhesion is too
is necessary for actin and strong, the cell does not detach

membrane to retract and movement is impossible



Mécanisme de la migration cellulaire

Actine corticale -

1-Formation d’une protrusion par
1 polymeérisation d’actine

cortex under tension

"\
m=) PROTRUSION
substrat
movement »_Nouveau contact focamp ATTACHEMENT
4-Détach myosin Il _
P JachemENt raction >-Contraction des bres de stress
des anciennes ) ( TRACTION

adhésions .
du corps cellulaire

Points focaux d’adhérence
(contenant des intégrines)

=

5-Formation d’une
nouvelle protrusion

ETAPES de la migration



L’intensité de la force d’adhésion cellule/MEC
dicte le mode de migration

a Single-cell migration
Direction of
migration

- Cell-matrix adhesions
/ Amoeboid blebby

*  Focal adhesions
@ NZ=m\
— OF >
Pav -

Nonmigrating

Tissue structures

) =<5 Extracellular matrix
Amoeboid

\ filopodal/pseudopodal
=oe —

Mesenchymal Cell-matrix
y adhesion



La migration est déclenchée par des facteurs extracellulaires

control + heregulin

Figure 14.37¢ The Biology of Cancer (© Garland Science 2014)

Cellule cancéreuse traitée par un facteur de croissance
Detection de 1’actine F grace a la phalloidine conjuguée a un fluorophore
©



Meécanisme de la migration cellulaire (1/3)

* La migration est déclenchée par des facteurs extracellulaires. -
*Ceux-ci vont activer des petites protéines G de type Rho (« ras homologue »):
Rac, Cdc42 et Rho

Extracellular signals

¥

[Receptor]

Y&l
GTP o~ Ero.tem.e
Active ict:vatrlce
e l'activité
GDP .
GEF : facteur d’échange E\ Pi G

du GDP

| Activateur |

Inactivateur

GTP

GDP

Inactive



Mécanisme de la migration cellulaire (2/3)

* La migration est déclenchée par des facteurs extracellulaires.
*Ceux-ci vont activer des petites protéines G de type Rho (« ras homologue »):
Rac, Cdc42 et Rho

* Sous forme active, ces protéines vont reguler I’assemblage des filaments d’actine

_____ > Arp2/3 »Formation de réseau branché
I d’actine
» GTP
GAP

GEF —~gGpp

GTP Pi

GDP



Mécanisme de la migration cellulaire (3/3)

chemoattractant

neutrophil od =
'\\j‘.\:‘ AN :
¢

Rho dominates, Racdominates, &' , °_eo
actin-myosin polymerization = g ¥ ®
contraction ———|  (protrusion) @ .‘

&
® bacterium
® ©
® @
@ @

back front

Figure 16-86b Molecular Biology of the Cell 6e (© Garland Science 2015)



Mécanisme de la migration cellulaire: Résumé

* La migration est déclenchée par des
facteurs extracellulaires

» Elle implique un remodelage de ’actine :

Au front du lamellipode : formation d’un

reseau branche d’actine impliquant le

complexe ARP

*Elle nécessite un support permissif

(fibronectine, collagene....) sur lequel

les cellules vont etre ancreées via

les intéegrines



Les mondes cellulaires:

https://youtu.be/TR3tXKHE6-A?feature=shared



