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AVANT-PROPOS 

 

La thématique de recherche du laboratoire cible l’implication du système 

protéolytique neutre calcium-dépendant au cours de la croissance et du 

développement musculaire. Ce système protéolytique, composé de la famille des 

calpaïnes et de leur inhibiteur endogène, la calpastatine intervient dans de 

nombreux phénomènes physiologiques tels que l’apoptose, la régulation du cycle 

cellulaire, la fusion des myoblastes ou encore la migration cellulaire. Les 

dérégulations de la µ-calpaïne et de la m-calpaïne sont associées dans de 

nombreuses pathologies telles que la cataracte, les dystrophies musculaires, les 

maladies de Parkinson et d’Alzheimer et différents types de cancer.  

 

Les précédents travaux de cette équipe de recherche ont permis de mettre en 

évidence l’intervention de la µ- et de la m-calpaïne dans la fusion des myoblastes de 

rat, étape importante de la myogenèse [Balcerzak et al., 1995]. De plus, des 

traitements inhibiteurs (calpeptine, leupeptine, inhibiteur II, oligonucléotides 

antisens) ainsi que la surexpression de la calpastatine ont démontré qu’une 

inhibition de l’activité calpaïne induit une diminution des capacités adhésives et 

migratoires, accompagnée d’un réarrangement du cytosquelette, dans les 

myoblastes de souris [Dedieu et al., 2004 ; Mazères et al., 2006].   

 

Les travaux présentés dans ce manuscrit s’articulent autour de deux axes de 

recherche. Le premier a pour objectif de confirmer et compléter les données 

acquises, dans les myoblastes de souris, dans une toute nouvelle lignée de 

myoblastes humains. Cette étape sur modèle biologique humain est un préalable à 

toute perspective thérapeutique, notamment en oncologie tant l’altération des 

capacités migratoires des cellules cancéreuses reste un enjeu. Des études de vidéo-

microscopie, d’immuno-localisation, d’inhibition (calpeptine, inhibiteur III et 

oligonucléotides antisens) ainsi que des tests d’adhésion et d’invasion ont permis de 

montrer que les calpaïnes étaient impliquées tant dans l’adhésion et la migration 

que dans la capacité invasive des myoblastes humains. L’étude plus approfondie de 

l’organisation du cytosquelette a permis de mettre en évidence un rôle distinct de la 
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µ- et la m-calpaïne dans cet agencement. Le deuxième axe analyse l’opportunité de 

faire évoluer la thématique de recherche ciblée sur l’implication des calpaïnes au 

niveau physiologique vers un aspect plus pathologique. Ainsi, l’étude du rôle des 

calpaïnes dans différentes étapes de la dissémination métastatique a été réalisée 

dans deux lignées de rhabdomyosarcomes (ARMS et ERMS). Les études menées sur 

les cellules non-tumorales ont été réitérées sur les rhabdomyosarcomes (RMS). Elles 

ont permis de mettre en évidence une forte activité calpaïne dans les RMS, associée 

à une faible capacité adhésive, une vitesse de migration et un pouvoir invasif 

élevés ; de plus, l’inhibition de cette activité dérégulée entraîne une diminution tant 

de la vitesse de migration que de l’adhésion. Enfin, une étude de protéomique 

associée à la spectrométrie de masse a permis la détection de cibles potentielles des 

calpaïnes impliquées dans différentes étapes de la dissémination métastatique. 

 

Le but de ces travaux est in fine de caractériser le rôle de chaque calpaïne 

ubiquitaire dans l’adhésion, la migration et l’invasion des cellules tumorales –ici dans 

le cas de RMS- afin de permettre, ultérieurement, la détermination de cibles 

thérapeutiques potentielles.  
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INTRODUCTION  

Son livre s’appelait le livre de sable, 

parce que ni ce livre ni le sable n’ont 

de commencement ni de fin. Jorge 

Luis Borges.  

 

Les différents cancers touchent plus de 10 millions de personnes dans le monde. Au 

stade avancé, le cancer peut devenir métastatique : certaines cellules de la tumeur 

primaire se détachent de leurs voisines, traversent la membrane basale et migrent 

par voie sanguine ou lymphatique afin de s’implanter dans un site distant et créer 

une tumeur secondaire.  

 

Parmi les nombreuses protéases impliquées dans la dissémination métastatique, la 

µ-calpaïne ainsi que la m-calpaïne présentent une activité dérégulée. Ce sont des 

endoprotéases calcium-dépendantes présentant une triade catalytique cystéine-

histidine-asparagine. Elles ont été impliquées dans la migration et l’invasion, 

notamment dans le cancer de la prostate ou celui du poumon [Mamoune et al., 

2003 ; Xu et Deng, 2004, 2006a, 2006b]. De plus, elles ont été impliquées dans la 

perte d’adhésion intercellulaire, caractéristique des cellules métastatiques, des 

cellules épithéliales et des fibroblastes [Hordijk et al., 1997 ; Sander et al., 1999].  

À l’heure actuelle, aucune étude du rôle de la µ-calpaïne et de la m-calpaïne dans la 

dissémination métastatique n’a encore été réalisée. Parce que les 

rhabdomyosarcomes représentent 33% des sarcomes de l’enfant et que l’activité 

dérégulée des calpaïnes a été associée à plusieurs types de cancer, l’étude de leur 

implication dans l’adhésion, la migration et l’invasion (trois étapes clefs de la 

dissémination métastatique) a été réalisée dans ces cellules tumorales. L’acquisition 

de la capacité métastatique réduit très fortement le taux de guérison. Identifier les 

mécanismes de dérégulation des calpaïnes pourrait ouvrir de nouvelles voies 

thérapeutiques pour enrayer le processus métastatique. 
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Les développements expérimentaux de cette thèse s’appuient sur une synthèse des 

travaux scientifiques qui sera présentée dans une première partie. Cette revue de la 

littérature est organisée en trois chapitres. Le premier chapitre présente les 

différents systèmes protéolytiques et plus particulièrement le système neutre 

protéolytique calcium-dépendant, constitué de la µ-calpaïne, la m-calpaïne ainsi que 

de leur inhibiteur endogène, la calpastatine. Dans le deuxième chapitre, après une 

description des différentes protéines impliquées dans la migration, leurs interactions 

lors des étapes d’adhésion et de dé-adhésion sont détaillées en précisant 

l’implication de la µ-calpaïne et de la m-calpaïne dans ce processus. Enfin, le 

troisième chapitre de l’analyse littéraire s’attache à la description de l’invasion 

tumorale et de la dissémination métastatique.  

 

La deuxième partie présente la méthodologie utilisée pour la réalisation de l’étude. 

Les résultats obtenus sont présentés dans une troisième partie. Ils sont ensuite 

discutés, soulevant de nouvelles problématiques menant à l’établissement de 

nouvelles perspectives de recherche.   
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ANALYSE DE LA LITTÉRATURE 

L'invention scientifique réside dans 

la création d'une hypothèse heureuse 

et féconde ; elle est donnée par le 

génie même du savant qui l'a 

créée. Claude Bernard.  

 

CHAPITRE 1 : LA PROTEOLYSE NEUTRE CALCIUM-DEPENDANTE 

 

La dégradation des protéines intracellulaires est un processus essentiel non 

seulement à la physiologie de la cellule mais aussi à l’organisme entier. La protéolyse 

ou catabolisme protéique est un processus biochimique conduisant à l’hydrolyse de 

liaisons peptidiques soit aux extrémités des chaînes peptidiques par des 

exoprotéases soit à l’intérieur même de la protéine par des endoprotéases. 

La protéolyse intracellulaire intervient dans de nombreux processus : 

- le ménage cellulaire qui permet de dégrader les protéines de configuration et 

de conformation anormale ainsi que les protéines en excès, 

- le recyclage afin de produire des acides aminés (75% des acides aminés 

proviennent de cette dégradation, contre 25% pour les apports exogènes) et 

de l’énergie, 

- la défense de l’organisme via la production d’antigènes, 

- la régulation de l’expression des gènes par le biais de la maturation 

protéolytique de précurseurs, le clivage de peptide signal, 

- l’apoptose. 

La protéolyse intracellulaire intervient donc dans des étapes fondamentales du 

développement de l'organisme telles que l'organogenèse, la morphogenèse ou 

encore l'angiogenèse. Cette protéolyse fait intervenir différents systèmes : les 

lysosomes, le système protéolytique ubiquitine-protéasome-dépendant, les caspases 

et enfin, le système neutre protéolytique calcium-dépendant, ou calpaïnes, objet de 

notre étude. 
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1. Rappel sur les différents systèmes protéolytiques 

 

1.1. Le système lysosomal 

 

Le système lysosomal fait intervenir des protéases actives en milieu acide dont le pH 

est compris entre 3,5 et 5, maintenu constant par des pompes à protons et des 

canaux spécifiques aux ions chlorures. Ces enzymes sont les cathepsines. Elles 

forment une famille d’au moins onze membres et sont dénommées en fonction de 

l’acide aminé de leur site actif. Dans leur portion glucidique, elles portent toutes un 

mannose-6-phosphate, « glucide-étiquette » des enzymes lysosomales. Elles sont 

retrouvées dans le cytosol sous forme de pro-enzyme. La forme active de ces 

protéases est localisée à l’intérieur des lysosomes, vésicules d’origine golgienne de 

0,2 à 0,5 µm, présentes uniquement dans le cytosol des cellules eucaryotes 

animales. Les lysosomes furent décrits pour la première fois en 1955 par Christian 

de Duve. La membrane des lysosomes, joue en premier lieu un rôle physique en 

isolant les hydrolases acides des autres composants cytoplasmiques. Par ailleurs, elle 

serait impliquée dans le maintien de l’environnement acide intralysosomal, dans le 

transport des produits de dégradation vers le cytoplasme et dans des interactions 

avec les membranes des autres organites intracellulaires. Elle présente à la face 

luminale une couche de protection glucidique. On retrouve au niveau de la 

membrane lysosomale des molécules particulières : LAMP-1 et LAMP-2 

(respectivement lysosome-associated membrane protein-1 et 2) [Fukuda, 1991]. Ces 

glycoprotéines sont composées d’un grand domaine situé dans la lumière du 

lysosome, d’une portion transmembranaire et d’une courte queue cytoplasmique. 

Elles sont codées par des gènes différents, localisés respectivement en 13q34 et 

Xq24-25. Elles constituent 50% des protéines membranaires lysosomales et forment 

un manteau continu à la surface interne de la membrane lysosomale. Les vésicules 

lysosomales incorporent par endocytose les protéines à dégrader. Les molécules 

concernées par cette voie de dégradation sont principalement des protéines 

intracellulaires dont la demi-vie est longue [Ahlberg et al., 1985 ; Mortimore et Poso, 

1984], les protéines membranaires et les protéines extracellulaires. Le système 

lysosomal peut aussi dégrader un fragment d’organite ou même un organite entier. 
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Les produits de dégradation de la voie lysosomale sont des peptides et des acides 

aminés qui sont ensuite libérés dans le cytosol.  

Les lysosomes interviennent dans différents modes de dégradation (Figure 1) 

notamment dans l’hétérophagie, digestion de molécules provenant de l’extérieur de 

la cellule via la phagocytose, la pinocytose ou l’endocytose. Ce rôle est important 

notamment pour la présentation des antigènes. L’hétérophagie permet 

l’internalisation de protéines extracellulaires dans des vésicules. Les 

hétérophagosomes ainsi formés fusionnent avec les lysosomes pour créer un 

hétérophagosome, lieu de dégradation. 

Les lysosomes sont aussi responsables de processus d’autophagie, c'est-à-dire de 

l’hydrolyse de matériel propre à la cellule. L’autophagie peut être dirigée. En effet, 

certaines protéines du cytosquelette présentent des régions riches en séquences 

d’acides aminés KFERQ (Lys-Phe-Glu-Arg-Gln) [Chiang and Dice, 1988]. Ces 

protéines sont reconnues par un complexe de protéines du stress dont la principale 

actrice est la protéine hsc 73 qui en se liant à KFERQ crée un complexe qui migre 

vers la membrane lysosomale et qui est reconnu par la protéine membranaire lgp96. 

Le complexe est ensuite dissocié et la protéine substrat traverse la membrane avec 

l’aide de protéines chaperones.  

- La macroautophagie reste le système d’autophagie par défaut. Elle se déroule 

en trois étapes. Tout d’abord, elle fait intervenir un phénomène de 

séquestration via la génération d’une double membrane qui vient séquestrer 

le substrat dans une portion entière de cytoplasme pour former un 

autophagosome, puis la fusion de cette membrane avec un lysosome donne 

lieu à la formation d’un autolysosome où la dégradation pourra se faire.  

- La microautophagie correspond à l’invagination d’un corps multivésiculaire 

ayant une origine endosomique qui permet l’internalisation de protéines ou 

d’agrégats protéiques intracellulaires. Lorsque le nombre de vésicules est 

suffisant, la fusion avec un lysosome permet la dégradation de l’ensemble.  

La voie lysosomale peut être inhibée par la leupeptine [Neff et al., 1979] ainsi que 

par la pepstatine [Dean, 1975] ou par un excès d’acides aminés [Neely et al., 1977 ; 

Seglen et al., 1980]. 
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Figure 1 : Dégradation lysosomale d’après S. Carillo et al. (1996).  

 

1.2. Le système ubiquitine-protéasome 

 

Cette voie est non-lysosomale, ATP-dépendante, à la fois cytoplasmique et nucléaire 

[Coux et al., 1996 ; Voges et al., 1999]. Elle est essentielle à la dégradation des 

protéines intracellulaires : dégradation des protéines conformes et non-conformes 

[Rechsteiner, 1991], production des antigènes de classe 1 présentés aux cellules 

immunitaires, régulation des protéines [Rock et Goldberg, 1999], contrôle du cycle 

cellulaire, de la transcription, de la transduction des signaux [Attaix et Combaret, 

2001 ; Peters et al., 1998], production d’énergie par dégradation de protéines 

musculaires dans des états pathologiques. La destruction des protéines se déroule 

en deux étapes : les protéines substrats sont dans un premier temps marquées par 

l’addition covalente de chaînes d’ubiquitines (petite protéine de 76 acides aminés 

stable et très conservée) (Figure 2A) ; ces protéines sont ensuite reconnues par le 

protéasome 26S par l’intermédiaire des chaînes d’ubiquitines et hydrolysées (Figure 

2B). L’ubiquitination des protéines nécessite l’intervention de plusieurs enzymes pour 

aboutir à la formation d’un complexe multiubiquitiné [Pickart, 2001].  

En présence d’ATP, l’enzyme E1 (ubiquitin-activating-enzyme ; deux isoformes du 

point moléculaire de 110 et 117 kDa) active l’ubiquitine par un mécanisme 
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conduisant à la formation d’une liaison thiol ester riche en énergie entre un résidu 

cystéine de son site catalytique et l’ubiquitine. L’ubiquitine est ensuite transférée sur 

une enzyme E2 (ubiquitin-conjugating ; ayant une masse moléculaire comprise entre 

14 et 35 kDa). Les enzymes E3 (ubiquitin-protein ligase) assurent la spécificité de 

l’ubiquitination du substrat et permettent la conjugaison de l’ubiquitine par deux 

mécanismes : (i) elles fixent elles-mêmes l’ubiquitine provenant de E2 puis le 

transfèrent sur un substrat spécifique [Figure 2Aa] ou (ii) jouent le rôle d’adaptateur 

moléculaire entre E2 et le substrat [Figure 2Ab]. Il est cependant important de noter 

que l’ubiquitination des substrats n’est pas uniquement un signal de dégradation. Il 

s’agit d’une modification post-traductionnelle dirigeant les protéines vers de 

multiples fonctions ; ainsi, les protéines mono-, di- ou tri-ubiquitinées sont 

généralement des protéines stables qui ne sont pas dégradées. De ce fait, seules les 

protéines conjuguées avec au moins quatre molécules d’ubiquitine sont reconnues 

par le protéasome 26S et dégradées. 

Le protéasome 26S (masse moléculaire : 2000 kDa) qui dégrade des protéines de 4 

à 20 acides aminés, est formé d’un cœur protéolytique, le protéasome 20S (mase 

moléculaire : 700 kDa) et de deux complexes régulateurs 19S [Attaix et al., 2001 ; 

Voges et al., 1999]. Le sous-domaine 20S est constitué de quatre anneaux 

identiques deux à deux et comprenant chacun sept sous-unités [Rivett et al., 1991]. 

Les activités protéolytiques sont portées par les sous-unités β et sont situées à 

l’intérieur de la structure cylindrique creuse du 20S. Les sous-unités α n’ont pas 

d’activité enzymatique et interviennent entre autres, dans l’interaction avec les 

complexes régulateurs. Le complexe 19S, activateur ATP-dépendant du protéasome 

20S est formé de 18 sous-unités [Voges et al., 1999]. Au moins l’une de ces sous-

unités interagit avec les polymères d’ubiquitine fixés au substrat. Six ATPases ont 

également été identifiées, et sont impliquées dans la dénaturation des substrats 

permettant ainsi son entrée dans la chambre interne de protéolyse [Braun et al., 

1999a]. Une activité isopeptidase (ubiquitin hydrolase) libère les molécules 

d’ubiquitine présentes sur le substrat permettant leur recyclage. 

La dégradation des protéines par le protéasome entraîne la formation de peptides de 

20 acides aminés qui sont soit recyclés, soit peuvent servir de peptides antigéniques.  
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Il est à noter que le protéasome 26S dégrade plusieurs substrats non ubiquitinés 

comme l’ornithine décarboxylase et IκBα [Attaix et al., 1998 ; Benaroudj et al., 

2001] 
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1.3. Les caspases 

 

Les caspases sont des protéines impliquées dans le phénomène de mort cellulaire 

programmée ou apoptose. Quatorze caspases ont été identifiées chez les 

mammifères [Nicholson et Thornberry, 1997]. Le nom de ces protéases à cystéine 

vient de leur spécificité de clivage après l’acide aspartique (cystéines aspartases). 

Elles sont classées en trois groupes distincts selon leur activité et la taille de leur 
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pro-domaine [Stennicke et Salvesen, 2000]. Ainsi, les caspases 1, 2, 4, 5, 11, 12, 13 

et 14 sont caractéristiques de caspases inflammatoires alors que les caspases 

apoptogènes correspondent aux caspases initiatrices (2, 8, 9 et 10) et aux caspases 

effectrices (3, 6 et 7). Toutes les caspases ont une structure très conservée 

comprenant, un domaine N-terminal de taille variable [Cryns et Yuan, 1998], un 

domaine qui deviendra après clivage la grande sous-unité (masse moléculaire : 17-

21 kDa, portant le centre actif) et un domaine donnant après clivage la petite sous-

unité (masse moléculaire : 10-14 kDa). Elles sont donc synthétisées sous forme de 

précurseur, à l’état de zymogène. La conversion de zymogène en enzyme mature 

nécessite au moins deux clivages au niveau de liaison Asp-X. Ces clivages successifs 

ont lieu de manière séquentielle : dans un premier temps une coupure entre la 

grande et la petite sous-unité puis la libération du prodomaine [Walker et al., 1994 ; 

Wilson et al., 1994 ; Rotonda et al., 1996]. Il y a donc par autoprotéolyse production 

d’une grande sous-unité α et d’une petite β. La forme active est tétramèrique : α2β2. 

Les principaux substrats clivés par les caspases au cours de l’apoptose sont des 

protéines cytoplasmiques, nucléaires, des protéines impliquées dans le métabolisme 

et la réparation de l’ADN, des protéines kinases ainsi que des protéines impliquées 

dans la transduction du signal et dans l’expression des gènes, dans la régulation du 

cycle cellulaire, la prolifération, dans les maladies génétiques ou des protéines de 

régulation de l’apoptose. 

 

1.4 Le système protéolytique neutre calcium-dépendant 

 

Les calpaïnes ont été découvertes dans un large spectre d’organismes, de la levure 

à l’homme en passant par Aspergillus, le nématode ou le poulet [Cao et al., 2001]. 

Les calpaïnes (pour calcium et papaïne) sont des endoprotéases à cystéine de type 

papaïne découvertes dans le cerveau de rat par Guroff en 1964 [Guroff, 1964]. Leur 

activité est dépendante du calcium [Croall et De Martino, 1991], d’où leur description 

sous le terme de ‘système neutre protéolytique calcium-dépendant’. 

Compte tenu de l’importance de ces protéases dans les développements 

expérimentaux de cette thèse, leurs caractéristiques structurales et fonctionnelles 

sont détaillées. 
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2. Les calpaïnes 

 

2.1. Caractéristiques structurales 

 

2.1.1. Les calpaïnes chez les vertébrés 

 

L’ensemble des membres de la famille des calpaïnes est codé par 14 gènes 

désignés par l’acronyme CAPN [Sorimachi et Suzuki, 2001 ; Glading et al., 2002 ; 

Sato et Kawashima, 2001] (Tableau 1). Ces protéases sont classées selon la 

présence dans leur structure de EF-hands ou « calmodulin-like » [Kretsinger, 1972] 

et l’on distingue alors les calpaïnes conventionnelles (calpaïnes 1, 2, 3, 8, 9, 11, 12 

et 13) qui possèdent des EF-hands, des calpaïnes non conventionnelles (calpaïnes 

5, 6, 7, 10, 14 et 15) qui en sont dépourvues. Ces structures particulières 

permettent de fixer le calcium avec une forte affinité (Kd de 10-4 à 10-9 [Ikura, 

1996]). Un autre classement permet de discriminer ces protéases selon leur 

localisation. Ainsi, il existe des calpaïnes tissu-spécifiques (calpaïnes 3, 6, 8, 9, 11 

et 13) localisées uniquement dans certains tissus (exemple : la calpaïne 3 est 

spécifique du muscle squelettique) et de calpaïnes ubiquitaires (calpaïnes 1, 2, 5, 

7, 10, 12, 14 et 15) présentent dans tous les tissus.  
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Calpaïnes 
Gènes 

capn 
nomenclature identification EF-hand Tissus 

Calpaïne 1 capn1 
CAPN1 ou 

µ-calpaïne 

1964 

(Guroff et al.) 
+ ubiquitaire 

Calpaïne 2 capn2 
CAPN2 ou 

m-calpaïne 

1964 

(Guroff et al.) 
+ ubiquitaire 

Calpaïne 3 capn3 nCL-1 ou p94 
1989 

(Sorimachi) 
+ 

muscle squelettique, 

cristallin, rétine 

Calpaïne 5 capn5 htra3, nCL-3 
1997 

(Mugita et al.) 
- ubiquitaire 

Calpaïne 6 capn6 CAPNX, calpamoduline 
1997 

(Dear et al.) 
- placenta, utérus 

Calpaïne 7 capn7 palBX 
1999 

(Franz et al.) 
- ubiquitaire 

Calpaïne 8 capn8 nCL-2 
1993 

(Sorimachi et al.) 
+ estomac 

Calpaïne 9 capn9 nCL-4 
1998 

(Lee et al.) 
+ appareil digestif 

Calpaïne 10 capn10 CAPN10 ou CAPN8 
2000 

(Horikawa et al.) 
- ubiquitaire 

Calpaïne 11 capn11 CAPN11 
1999 

(Dear et al.) 
+ testicules 

Calpaïne 12 capn12 CAPN12 
2000 

(Dear et al.) 
+ ubiquitaire 

Calpaïne 13 capn13 CAPN13 
2001 

(Dear et Boehm) 
- testicules, poumons 

Calpaïne 14 capn14 CAPN14 
2001 

(Dear et Boehm) 
+ ubiquitaire 

Calpaïne 15 capn15 SolH 
1991 

(Delaney et al.) 
- ubiquitaire 

 

Sous-unités 

régulatrices 
Gènes nomenclature identification EF-Hand Tissus 

Css1 
capn-s1 ou 

cpns1 

Css1 (anciennement 

CAPN4 ou calpaïne 4) 

1964 

(Guroff) 
+ Ubiquitaire 

Css2 
capn-s2 ou 

cpns2 
Css2 

2002 

(Schád et al.) 
+ Tissu-spécifique 

 

Tableau 1 :  Composants de la famille des calpaïnes, d’après Gol l et al. (2003). 
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2.1.1.1. Les calpaïnes ubiquitaires 
 

2.1.1.1.1. µ- et m-calpaïne 

Les isoformes principales des calpaïnes ubiquitaires sont la calpaïne 1 ou µ-calpaïne 

et la calpaïne 2 ou m-calpaïne. Ce sont des hétérodimères composés d’une grande 

sous-unité catalytique et d’une petite sous-unité régulatrice. Chez l’homme, la 

sous-unité catalytique de la µ-calpaïne est codée par le gène CAPN1, situé sur le 

chromosome 11 (11q13) et celle de la m-calpaïne par le gène CAPN2, situé sur le 

chromosome 1 (1q41-42). Les sous-unités catalytiques présentent toutes deux une 

masse moléculaire de 80 kDa. La dénomination µ- et m- de ces protéases se 

justifie par une activation in vitro qui requiert respectivement des concentrations 

calciques de l’ordre du micro- et du milli-molaire [Suzuki, 1991].  

La molécule de calpaïne peut-être divisée en domaines distincts par leur structure 

et leur fonction (Figure 3). 

- Dans la sous-unité catalytique, le domaine I, situé du côté N-terminal est 

clivé par autolyse. L’homologie de séquence codant pour ce domaine varie 

de 72 à 86% selon les espèces. Le domaine II est lui-même constitué de 

deux sous-domaines : IIa qui comporte une cystéine, et IIb possédant une 

histidine et une asparagine. Ces trois amino-acides spécifiques forment la 

clef catalytique de la protéase. Bien que dépourvu de structure EF-hand, 

chaque sous-domaine du domaine II est capable de fixer un atome de 

calcium [Khorchid et Ikura, 2002 Moldoveanu et al., 2004]. Ce domaine 

présente une homologie de séquence variant de 85 à 93% selon les 

espèces. Le domaine III est un domaine de régulation qui contient des sites 

de phosphorylation et de liaison aux phospholipides membranaires [Ono et 

al. 1998a ; Tompa et al. 2001] ainsi qu’une structure EF-hand à proximité 

du domaine II permettant de lier le calcium [Andersen et al., 1991]. Enfin, le 

domaine IV, ou domaine « calmodulin-like », possède cinq motifs EF-hands 

impliquées dans la liaison au calcium ainsi que dans la liaison à une sous-

unité régulatrice. 

- Cette sous-unité régulatrice peut-être soit codée par le gène css1 (calpain 

small unit 1) ou par le gène css2 (calpain small unit 2). Sa masse 
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moléculaire est de 30 kDa. Elle contient un domaine V impliqué dans 

l’autoprotéolyse et un domaine VI encore appelé IV’ de par son homologie 

avec le domaine IV de la sous-unité catalytique. Le domaine VI possède cinq 

EF-hands permettant la fixation du calcium et serait impliqué dans 

l’hétérodimérisation de la sous-unité régulatrice et de la sous-unité 

catalytique.  
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Figure 3 : Structure de la µ- et de la m-calpaïne d’après Goll e t al. (2003). Les domaines EF-
hands sont représentés en noir.
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2.1.1.1.2 La calpaïne 5 

La calpaïne 5 est un paralogue1 de la calpaïne 10. Elle est codée par le gène 

capn5, localisé sur le chromosome 11 (11q14). C’est une calpaïne atypique, 

dépourvue de domaine IV. Cette absence du domaine IV ne permet pas une 

régulation par la sous-unité 30 kDa. La calpaïne 5 possède par contre un domaine 

appelé, domaine T, de par son homologie avec le gène tra-3 chez C. elegans. Ce 

domaine serait impliqué dans la modulation de la protéase [Barnes et al., 1996]. 

                                                 
1 Sont dits paralogues des gènes ayant pour origine la duplication d’un gène ancestral. 
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La calpaïne 5 est ubiquitaire mais est plus fortement exprimée dans le colon, les 

testicules et le cerveau [Waghray et al., 2004]. Elle pourrait interagir avec les 

PPARδ (peroxisome proliferator-activated receptor) et ainsi, réduire les risques 

d’obésité [Saez et al., 2008]. 

 

2.1.1.1.3. La calpaïne 7 

La calpaïne 7 est ubiquitaire et atypique ; elle est dépourvue de domaine IV. Elle se 

caractérise par la présence d’un domaine N en position C-terminale, absent des 

autres calpaïnes. Elle est codée par le gène capn7, localisé sur le chromosome 3 

(3p24-25) [Franz et al., 1999]. L’homologie de séquence avec les autres membres 

de la famille des calpaïnes est très faible (30%). La calpaïne 7 est surexprimée 

dans la maladie de Huntington [Gafni et al., 2004]. De plus, la calpaïne 7 

interviendrait dans la voie endosomale [Yorikawa et al., 2008].  

 

2.1.1.1.4. La calpaïne 10 

La calpaïne 10 est ubiquitaire, atypique et codée par le gène capn10, localisé sur le 

chromosome 2 (2q37) et constitué de 15 exons. Elle ne possède pas de domaine 

IV. Celui-ci est remplacé par un domaine T qui ne contient pas de EF-Hands. Le 

domaine T présente une forte homologie avec celui de TRA-3, une calpaïne 

atypique de Caenorhabditis elegans [Cf. Ch.1 2.1.2.3]. Malgrè l’absence de 

domaine IV, l’activité de TRA-3 est dépendante du calcium [Sokol et Kuwabara, 

2000]. L’épissage alternatif de capn10 génère au moins huit isoformes de la 

calpaïne 10 (calpaïne 10a à 10h). Certaines isoformes seraient dépourvues du 

domaine catalytique. Des variations génétiques de capn10 sont observées dans le 

diabète de type 2 (diabète non insulino-dépendant) dans certaines populations 

[Horikawa et al., 2000] [Cf. Ch.1 2.3.3.4]. Une expression altérée, notamment au 

niveau de l’intron 3, dans les muscles, le pancréas ou encore dans les cellules 

adipeuses serait impliquée dans la perturbation du métabolisme du glucose, 

observée dans le cas de cette pathologie [Horikawa et al., 2000 ; Ma et al., 2001].  
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2.1.1.1.5. La calpaïne 12 

La calpaïne 12 a été identifiée chez la souris par Dear et ses collaborateurs [Dear 

et al., 2000]. Cette calpaïne conventionnelle est ubiquitairement exprimée. Elle est 

codée par le gène capn12, localisé sur le chromosome 19 (19q13). L’épissage 

alternatif de capn12 génère 3 isoformes différentes de la calpaïne 12. 

 

2.1.1.1.6 La calpaïne 14 

La calpaïne 14 a été identifiée en 2001 par Dear et ses collaborateurs [Dear et al., 

2001]. Elle est codée par le gène capn14, localisé sur le chromosome 2 (2p23-21). 

Bien qu’étant ubiquitaire et conventionnelle, la calpaïne 14 est faiblement 

exprimée. Sa fonction biologique n’a pas été identifiée. 

 

2.1.1.1.7 La calpaïne 15 

La calpaïne 15, encore appelée Solh (Small optic lobes H), a été décrite en 1998 

par Kamei et ses collaborateurs [Kamei et al., 1998]. Cette calpaïne ubiquitaire et 

atypique est codée par le gène SOLH, localisé sur le chromosome 16 (16p13) qui 

est un homologue du gène sol, découvert chez Drosophila melanogaster [Delaney 

et al., 1991].  

 

2.1.1.2. Les calpaïnes tissu-spécifiques 

2.1.1.2.1. La calpaïne 3 

La calpaïne 3 existe sous deux isoformes : la calpaïne 3a et la calpaïne 3b 

- La calpaïne 3a 

La calpaïne 3a, encore appelée p94 (en raison de son poids moléculaire) ou nCL-1, 

pour nouvelle Large Calpaïne 1, a été découverte en 1989 par Sorimachi et ses 

collaborateurs [Sorimachi et al., 1989]. Ils identifient un ADNc du muscle 

squelettique de l’homme et de rat, codant pour une protéine principalement 

exprimée dans le muscle squelettique et ayant une homologie importante 

(respectivement 54% et 51% [Sorimachi et al., 1989]) avec la grande sous-unité 

de la µ- et m-calpaïne. Dans le muscle squelettique, le taux d’expression de son 

messager est dix fois plus important que celui des calpaïnes ubiquitaires. Bien que 

qualifiée de muscle-spécifique, une faible quantité d’ARNm de cette calpaïne est 
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également retrouvée au niveau de la langue, des yeux et du cerveau [Konig et al., 

2003]. Si ses ARNm sont fortement représentés dans le tissu musculaire 

squelettique, la calpaïne 3a dont la demi-vie est d’une dizaine de minutes 

[Sorimachi et al., 1993a], n’a jamais été isolée sous sa forme native. Seuls les 

résidus de son autolyse rapide, des fragments de 60, 58, 55 et 31kDa ont pu être 

purifiés [Kinbara et al., 1998]. 

La calpaïne 3a est monomérique, elle n’interagit pas avec les sous-unités 

régulatrices Css1 et Css2 des calpaïnes ubiquitaires. Elle est constituée de 821 

acides aminés. Elle comporte quatre domaines (I à IV) et présente des séquences 

d’insertion (IS1, IS2, NS) qui ne sont pas retrouvées dans les séquences des 

calpaïnes ubiquitaires (Figure 4). IS1 (Insertion Sequence 1 : 62 aa) se situe dans le 

domaine II, qui agirait comme un inhibiteur en bloquant l’accès au site actif [Diaz et 

al., 2004] ; IS2 (Insertion Sequence 2 : 77 aa) est retrouvée entre le domaine III et 

le domaine IV, liant le calcium et NS (N-terminal Sequence : 20-30 aa), au niveau de 

la partie N-terminale de la protéine, riche en proline, qui inhiberait l’autoprotéolyse 

du domaine I [Sorimachi et al., 1989 ; Anderson et al., 1998]. IS2 contient une 

séquence PVKKKKNKP qui lui permettrait occasionnellement une localisation 

nucléaire et un site de liaison à la titine, protéine élastique s’étendant sur la moitié 

d’un sarcomère [Sorimachi et al., 1995]. IS1 et IS2 seraient impliquées dans 

l’instabilité de la calpaïne 3a puisque la perte de ces séquences entraîne la formation 

d’une protéine stable [Herasse et al., 1999]. La surexpression de la calpaïne 3a dans 

des souris transgéniques n’a pas d’effet morphologique sur le muscle. Cependant, la 

surexpression de l’isoforme de la calpaïne 3a ne contenant pas IS1 entraîne la 

formation de muscle immature. De même, la surexpression d’une calpaïne 3 

dépourvue de IS2 affecte la morphologie du soleus [Spencer et al., 2002]. Ces 

résultats suggèrent un rôle de la calpaïne 3 dans la maturation musculaire.  

La présence dans la structure de la calpaïne 3a de 6 EF-hands suggère une 

régulation de cette dernière par le calcium [Ono et al., 1998b]. La concentration 

calcique nécessaire à son activation serait de l’ordre du nanomolaire, justifiant son 

appellation parfois usitée de n-calpaïne [Mozdziak et al., 2002].  
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La LGMD2A (Limb Girdle Muscular Dystrophy type 2A) ou calpaïnopathie est une 

dystrophie musculaire rare autosomale (chromosome 15 : 15q15.1-q21.1) 

récessive due à une mutation du gène de la calpaïne 3a [Cf. Ch.1 2.3.3.5]. 

 

NS IS1 IS2

domaine catalytique

autolyse

domaine catalytique

autolyse autolyse

I II III IV

Figure 4 : Structure de la calpaïne 3a.  

 

- La calpaïne 3b : 

La calpaïne 3b est issue d’un épissage alternatif de son gène capn3. L’épissage 

consiste en une délétion des exons 6, 15 et 16 et en l’utilisation d’un exon 1 

différent de celui utilisé pour la calpaïne 3a. Il conduit à un domaine N-terminal 

différent et à la suppression des séquences uniques de la calpaïne 3a, soit NS, IS1 

et IS2, ce qui la rendrait plus stable. Cette isoforme de la calpaïne 3 est retrouvée 

uniquement au niveau des yeux chez différents animaux. Elle n’est pas retrouvée 

chez l’homme [Ma et al., 1998a ; Nakamura et al., 2000]. La calpaïne 3b a pu être 

isolée ; elle a été partiellement purifiée à l’aide d’une colonne échangeuse d’anions 

donnant une protéine de 82kDa sur SDS-PAGE. Cette protéine présente en 

présence de calcium une activité protéolytique envers la caséine [Ma et al., 1998b]. 

Elle est peu inhibée par la calpastatine.  

Chez le rat, la calpaïne 3b serait impliquée dans la cataracte, opacification partielle 

ou totale du cristallin [David et al., 1993]. Chez les mammifères, une exposition 

aux rayons ultra-violets, ou un niveau de sucre élevé (diabète), l’hérédité, certaines 

maladies métaboliques, sont autant de facteurs favorisants l’apparition de cette 

maladie. Dans l’œil normal, les protéines du cristallin (α, β, γ) sont concentrées et 

organisées pour permettre le passage de la lumière. Au niveau du cristallin du 

jeune rat, le taux d’ARNm codant pour la calpaïne 3b est trois fois plus important 
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que le taux d’ARNm de la calpaïne 3a dans le muscle [Herasse et al., 1999]. La 

calpaïne 3b serait impliquée dans la cataracte via le clivage de la protéine γ [Tang 

et al., 2007]. En effet, une des causes de l’opacification du cristallin est l’agrégation 

de cette protéine après clivage par la calpaïne 3b.  

 

2.1.1.2.2. La calpaïne 6 

La structure du domaine C-terminal, suppléant le domaine IV, est définie comme le 

domaine T de par son homologie avec Caenorhabditis elegans TRA-3, un facteur de 

détermination sexuelle des nématodes [Dear et al., 1997]. Bien qu’appartenant à la 

famille des calpaïnes, la calpaïne 6 présente une caractéristique particulière : son 

domaine catalytique est dépourvu du résidu cystéine, remplacé par une lysine. 

Cette particularité ne lui confèrerait donc pas d’activité enzymatique [Dear et al., 

1997]. La calpaïne 6 jouerait un rôle important dans l’embryogenèse. Son gène, 

Capn6 est localisé sur le chromosome X (Xq23) et s’exprime durant l’embryogenèse 

[Dear et al., 1997 ; Dear et Boehm, 1999a ; Matena et al., 1998], au niveau de 

l’arc mandibulaire, des somites, du muscle squelettique, du cœur, des poumons et 

des reins mais aussi au niveau du placenta [Dear et Boehm, 1999a]. Après la 

naissance, capn6 est régulé négativement. Il a été montré que lors de 

l’embryogenèse, la calpaïne 6 serait impliquée dans la régulation des microtubules 

et l’organisation du cytosquelette d’actine [Tonami et al., 2007]. Une surexpression 

de la calpaïne 6 entraîne la formation de cellules polynuclées et l’utilisation d’ARN 

interférents dirigés contre la calpaïne 6 entraîne une instabilité des microtubules 

ainsi qu’une réorganisation du cytosquelette d’actine. De plus, la calpaïne 6 serait 

impliquée dans le développement et la progression du cancer de l’utérus [Lee et 

al., 2008]. Dans le tissu sain, capn6 n’est pas exprimé. Son expression augmente 

progressivement avec la progression tumorale.  

 

2.1.1.2.3. La calpaïne 8 

La calpaïne 8 ou nCL-2 a été découverte en 1993, au niveau de l’estomac par 

Sorimachi et ses collaborateurs [Sorimachi et al., 1993b]. C’est une calpaïne typique, 

constituée de quatre domaines (Figure 5). Elle est codée par le gène capn8, localisé 

sur le chromosome 1 (1q41).  
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Dans l’estomac, nCL-2, tout comme nCL-4 (Cf. calpaïne 9), est exprimée dans les 

cellules gastriques à mucus ; elle serait impliquée dans la régulation du transport 

vésiculaire [Hata et al., 2006]. Cette protéine présente des similitudes avec la m-

calpaïne (61,5% d’identité d’acides aminés), son activité est dépendante du calcium, 

à des concentrations de l’ordre du milli-molaire. Des études de co-précipitation 

montrent que nCL-2 ne co-précipite ni avec css1, ni avec css2. De plus, nCL-2 

possède une activité protéasique, même en absence de sous-unité 30 kDa. Des 

analyses de co-immuno-précipitation révèlent que nCL-2 existe sous forme 

monomérique et homo-oligomérique. Cette oligomérisation n’implique pas le 

domaine IV, mais le domaine III et régulerait l’activité de nCL-2 [Hata et al., 2007]. 

En plus de son implication dans le trafic vésiculaire, cette calpaïne, détectée dès le 

stade 10, serait impliquée dans les mouvements de gastrulation et de neurulation 

chez Xenopus laevis [Cao et al., 2001]. En effet, par épissage alternatif, le gène 

codant pour cette protéine code aussi pour une seconde forme : nCL-2’. La structure 

de la forme nCL-2’ est singulière car la totalité du domaine IV ainsi que la grande 

majorité du domaine III lui font défaut [Sorimachi et al., 1993b]. Cette calpaïne 

serait régulée positivement au niveau transcriptionnel par les œstrogènes, dans 

l’hypophyse. 

Figure 5 : Structure tridimensionnelle de la calpaïne 8. 
Schéma extrait du site : www.sgc.ox.ac.uk/iSee/downloads.html  
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2.1.1.2.4. La calpaïne 9 

Découverte en 1998 par Lee et ses collaborateurs, la calpaïne 9 ou nCL-4, présente 

une homologie de 50-55% avec les calpaïnes ubiquitaires. C’est une calpaïne 

typique, constituée de quatre domaines (Figure 6). Elle est codée par le gène capn9 

localisé sur le chromosome 1 (1q42.11-q42-3). La calpaïne 9 est exprimée 

spécifiquement au niveau de l’estomac et de l’intestin grêle [Lee et al., 1998]. Elle 

possède, tout comme les calpaïnes ubiquitaires, une activité cystéine protéasique 

dépendante du calcium. Sa sensibilité au calcium est intermédiaire entre celle de la 

µ- et celle de la m-calpaïne. Sa température optimale est basse, de l’ordre de 15°C 

et son pH optimal est neutre. Elle est inhibée par la calpastatine et nécessite d’être 

dimérisée avec la sous-unité régulatrice 30 kDa pour être active [Lee et al., 1999]. 

L’expression de la calpaïne 9 est diminuée dans le cancer gastrique, chez l’homme 

ainsi que dans certaines lignées de cellules gastriques tumorales. Elle aurait donc un 

rôle suppresseur de tumeur [Liu et al., 2000]. Enfin, la diminution de son expression 

serait aussi impliquée dans l’hypertension artérielle [Markmann et al., 2005].  

 

Figure 6 : Structure tridimensionnelle de la calpaïne 9. 
Schéma extrait du site : www.sgc.ox.ac.uk/iSee/downloads.html
Figure 6 : Structure tridimensionnelle de la calpaïne 9. 
Schéma extrait du site : www.sgc.ox.ac.uk/iSee/downloads.html  

 

2.1.1.2.5. La calpaïne 11 

La calpaïne 11 est une calpaïne typique, constituée de quatre domaines. Elle est 

codée par le gène capn11, localisé sur le chromosome 6 (6p12) et est spécifique des 

testicules. Cependant, une faible expression au niveau du thymus et des glandes 
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mammaires a été détectée. La calpaïne 11 présente une grande homologie avec la 

µ/m calpaïne de poulet (57,5 % d’homologie, contre seulement 54,3 % avec la µ-

calpaïne). Ainsi, la calpaïne 11 serait l’orthologue humain de la µ/m calpaïne de 

poulet [Dear et al., 1999b]. Elle serait impliquée dans l’apoptose et la régulation des 

facteurs de transcription spécifiques des testicules. Elle jouerait un rôle dans la 

régulation des signaux de transduction lors du remodelage du cytosquelette ainsi 

que lors de la méiose ou de la spermatogenèse [Ben-Aharon et al., 2006]. 

 

2.1.1.2.6. La calpaïne 13  

La calpaïne 13 (65 kDa), identifiée en même temps que la calpaïne 14, est codée 

par le gène capn13, localisé sur le chromosome 2 (2p22-21) (Figure 7). Elle est 

exprimée spécifiquement dans les testicules et les poumons et ne possède pas de 

domaine IV [Dear et al., 2001]. 

 

Figure 7 : Structure tridimensionnelle de la calpaïne 13. 
Schéma extrait du site : www.sgc.ox.ac.uk/iSee/downloads.html
Figure 7 : Structure tridimensionnelle de la calpaïne 13. 
Schéma extrait du site : www.sgc.ox.ac.uk/iSee/downloads.html  
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2.1.2. Les calpaïnes chez les invertébrés 

 

Des protéases de type calpaïnes ont été découvertes chez les invertébrés, et ont pu 

être isolées à partir de tissus notamment chez Schistosoma mansoni (un ver plat 

parasite) [Siddiqui et al., 1993], Drosophilia [Pinter et Friedrich 1988] et le homard 

[Mykles et Skinner, 1986]. Une protéase apparentée aux calpaïnes a aussi était 

découverte chez C. elegans. 

 

 

2.1.2.1. Calpaïne chez Schistosoma mansoni 

Une protéine possédant les quatre domaines et des structures EF-hand a été 

découverte chez Schistosoma mansoni [Andresen et al., 1991]. Cette calpaïne 

présente 62% d’homologie avec la µ-calpaïne et le domaine IV ne possède que trois 

EF-hands. Son activité est dépendante du calcium. Elle est constituée de deux sous-

unités (78kDa et 28kDa). Au niveau de la partie NH2-terminale, cette calpaïne 

présente une extension de 28 acides aminés, absente de la structure des calpaïnes 

de mammifères.   

 

2.1.2.2. Calpaïnes chez Drosophilia 

Chez la drosophile, quatre gènes ont été identifiés comme présentant des 

homologies avec la famille des calpaïnes (Figure 8) : un premier codant pour CalpA, 

constitué de 821 acides aminés et ayant une masse moléculaire de 94kDa [Theopold 

et al., 1995], un second, codant pour CalpB de 791 acides aminés et ayant une 

masse moléculaire de 90kDa [Jekely et Friedrich 1999], un troisième qui code pour 

la protéine CalpC [Spadoni et al., 2003] et un quatrième, codant pour la protéine 

SOL (small orbit lobes) de 1597 acides aminés [Delaney et al., 1991]. CalpA et CalpB 

appartiennent au groupe des calpaïnes typiques. Le gène codant pour CalpA peut 

subir un épissage alternatif pour produire une protéine CalpA’, délétée du domaine 

IV. CalpA présente un insert de 76 acides aminés au niveau du domaine IV alors que 

CalpB se singularise par la présence de 224 acides aminés supplémentaires, au 

niveau de la région N-terminale. CalpC est caractérisée par une absence de domaine 
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I ainsi que de 20 résidus de domaine II. Elle présente 30 et 35% d’identité dans les 

domaines II et III avec les domaines correspondant de la calpaïne B. Cette protéine 

serait dépourvue d’activité protéolytique en raison de la mutation de la triade 

catalytique (Cys → Arg, His → Val, Asn → Ser). La calpaïne SOL est quant à elle 

tissu-spécifique. Sa particularité réside dans le fait que la moitié de la molécule 

située du côté de l’extrémité N-terminale ne présente aucune homologie avec les 

calpaïnes mais possède six domaines similaires aux structures en « doigt de zinc » 

de récepteurs aux hormones tyroïdiennes. De plus, la calpaïne SOL ne possède pas 

de EF-hand. Des mutations de ce gène entraînent la formation d’un lobe optique 

rudimentaire caractérisé par l’absence de certaines classes de neurones [Delaney et 

al., 1991].  

 

I II III IV
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Cys His Asn

I II III IV

Cys His Asn

Calpaïne B

II III IV

Arg Val Ser

Calpaïne C

Zn SOH

II

Cys His Asn

Calpaïne Sol

Figure 8 : Schéma de structure des calpaïnes chez la drosophil e d’après 
Friedrich et al. (2004). Les barres verticales noires représentent les motifs EF-hands. 
INS représente l’insert de 76 acides aminés de la calpaïne A. 
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Figure 8 : Schéma de structure des calpaïnes chez la drosophil e d’après 
Friedrich et al. (2004). Les barres verticales noires représentent les motifs EF-hands. 
INS représente l’insert de 76 acides aminés de la calpaïne A.  

 

2.1.2.3. Calpaïnes chez C. elegans 

Le séquençage du génome de Caenorhabditis    elegans (nématode de la famille des 

Rhabditidae) a permis d’identifier 12 gènes, regroupés en 4 classes [Sorimachi et 

Suzuki, 2001], codant pour des calpaïnes. Aucune de ces calpaïnes n’a pu être isolée 

sous forme protéique. Parmi ces gènes, tra-3 code pour une protéine de 73kDa 
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présentant une grande homologie avec les domaines II et III de la µ- et la m-

calpaïne. La partie C-terminale de cette protéine, le domaine T, est singulière. Ce 

domaine ne présente aucune homologie avec le domaine IV de la µ- ou de la m-

calpaïne et ne comporte aucune EF-hand. Des analyses génétiques indiquent que 

tra-3 est impliqué dans la détermination du sexe chez C. elegans. TRA-3 stimule le 

phénotype féminin. Elle clive de manière calcium-dépendante, la protéine 

membranaire TRA-2A qui lie FEM-3 et inhibe par ce biais sa capacité à stimuler le 

phénotype masculin [Sokol et Kuwabara, 2000].   

 

2.2. Activation et régulation des calpaïnes ubiquitaires 

 

2.2.1. Le calcium : activation des calpaïnes 

 

Synthétisées sous forme de pro-enzymes afin d’éviter une protéolyse anarchique 

(non régulée) pouvant être délétère pour la cellule, les calpaïnes nécessitent une 

activation mettant en jeu le calcium. Le calcium agit au niveau des domaines VI et 

IV. En se liant aux EF-hands de ces deux domaines, il favorise leur interaction et 

leur association, permettant la formation d’hétérodimères.  

La concentration calcique requise pour une demi-activité maximale des calpaïnes 

(Ka), mesurée in vitro, est de l’ordre de 5-50 µM pour la µ-calpaïne et de l’ordre de 

200-1000 µM pour la m-calpaïne. En dépit de ces données, les calpaïnes sont 

activées à des concentrations calciques physiologiques de l’ordre de 100-300 nM. 

Cette activité en conditions physiologiques implique des mécanismes visant à faire 

diminuer la concentration en calcium nécessaire à l’activité protéique.  

Au niveau du domaine II de la sous-unité catalytique, le calcium induit un 

changement conformationnel conduisant au rapprochement des sous-domaines IIa 

et IIb permettant ainsi l’activation du site catalytique (Cys, His, Asn). Suite à la 

fixation du calcium, les calpaïnes migrent au niveau de la membrane plasmique et 

subissent un changement conformationnel leur permettant d’interagir avec les 

phospholipides membranaires (tels que la phosphatidylsérine et le 

phophatidylinositol) par leurs régions hydrophobes. Cette interaction entraîne une 

diminution de la concentration calcique (plus de 25 fois, Coolican et Hathaway, 
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1984) nécessaire à l’activité protéolytique des calpaïnes et provoque une 

modification structurale de la sous-unité catalytique à l’origine de la dissociation de 

la sous-unité catalytique et de la sous-unité régulatrice.  

L’activation des calpaïnes s’effectue donc en présence de calcium, par dissociation 

du dimère et libération de la sous-unité catalytique active. L’autolyse de la région N-

terminale de cette sous-unité pourrait intervenir dans la dissociation mais elle n’est 

pas nécessaire [Suzuki et Sorimachi, 1998] (Figure 9). Cette autolyse contribue à 

diminuer la concentration calcique nécessaire à l’activation des calpaïnes [Suzuki et 

al., 1995 et Baki et al., 1996]. La sous-unité catalytique active peut ensuite 

hydrolyser des substrats au niveau de la membrane ou après libération dans le 

cytosol.  
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Figure 9 : Modèle d’activation des calpaïne d’après Suzuki et Sorimachi (1998). Après avoir 
fixé le calcium, les calpaïnes migrent vers la membrane plasmique et se dissocient directement 
(A) ou subissent d’abord une autolyse (B).
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2.2.2. Régulation par les phosphorylations 

 

La µ- et la m-calpaïne peuvent être phosphorylées en plusieurs sites [Cong et al., 

2000]. La µ-calpaïne possède neuf sites de phosphorylation et la m-calpaïne en 

possède huit (Figure 10) : deux phosphotyrosines, trois phosphothréonines et 

quatre phosphosérines pour la µ-calpaïne et une phosphosérine de moins pour la m-

calpaïne. Les résidus phosphorylés sont concentrés dans deux régions : au niveau 

de la jonction du domaine I et du domaine II (quatre résidus phosphorylés pour la 

µ-calpaïne et la m-calpaïne) et au niveau de la partie N-terminale du domaine II 

(quatre résidus pour la µ-calpaïne et seulement trois pour la m-calpaïne). Les 

séquences encadrant les résidus phosphorylés suggèrent la présence de deux sites 

de phosphorylation par la protéine kinase A, deux (µ-calpaïne) ou un (m-calpaïne) 

sites de phosphorylation par la protéine kinase C, deux sites par la calmoduline 

kinase II, un site par la caséine kinase I et un site par la protéine kinase G. En 

moyenne, les calpaïnes possèdent deux à quatre phosphates par molécule. Ces 

phosphorylations peuvent réguler de manière positive ou négative l’activité des 

calpaïnes. En effet, au niveau du domaine I de la m-calpaïne, la phosphorylation de 

la sérine par la voie ERK/MAPK (extracellular signal-regulated kinase/mitogen 

activated protein kinase) activée par l’EGF (epidermal growth factor), induit une 

forte augmentation de l’activité protéolytique [Glading et al., 2000 et 2004]. Au 

contraire, la phosphorylation de la sérine 369 et de la thréonine 370 par la protéine 

kinase A (PKA) réduit significativement l’activité de la m-calpaïne. Cette 

phosphorylation rigidifie la structure de la calpaïne ; le site actif étant maintenu 

ouvert, l’activité protéasique est impossible [Shiraha et al., 2002].  
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Figure 10 : Schématisation de la localisation des sites de phos phorylation de la µ- et de la 
m-calpaïne d’après Goll et al. (2003).
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2.2.3. La calpastatine : inhibiteur endogène des calpaïnes ubiquitaires 

 

La calpastatine a été découverte lors d’expériences de purification de la m-calpaïne 

à partir d’extraits de muscle squelettique de porc [Dayton et al., 1976]. Sa 

distribution est ubiquitaire. Elle est codée par un gène unique, cast, composé de 34 

exons et localisé, chez l’homme, sur le chromosome 5 (5q15). La présence de 

quatre promoteurs [Raynaud et al., 2005] ainsi que les épissages alternatifs [Lee et 

al., 1992 ; Takano et al., 1999 et Parr et al., 2001] entraînent la synthèse de 

nombreuses isoformes (au moins 11). La forme la plus exprimée a une masse 

moléculaire de 135 kDa, en conditions dénaturantes. Néanmoins, sa masse 

moléculaire varie entre 34 et 280 kDa [Maki et al., 1990], du fait de sa structure non 

globulaire qui induit une migration particulière en SDS-PAGE. Contrairement aux 

calpaïnes, aucune séquence de calpastatine n’a été identifiée chez les invertébrés. 

La calpastatine possède, du côté de la région N-terminale, un domaine XL [Cong et 

al., 1998] et un domaine L (Leader), constitué de 80-150 acides aminés selon 

l’épissage alternatif et possédant de nombreux résidus basiques permettant à la 
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calpastatine de se lier à la membrane. La fonction de ces domaines n’est pas 

connue. Ils sont suivis de quatre domaines répétés, les domaines I, II, III et IV. Ces 

domaines se composent de 140 acides aminés et présentent 23 à 36% d’homologie 

entre eux. Ces quatre domaines possèdent une activité inhibitrice et peuvent 

fonctionner de manière autonome [Emori et al., 1988 et Maki et al., 1988]. Chacun 

des domaines peut inhiber une molécule de µ-calpaïne ou m-calpaïne 

indifféremment et est composé de trois sous-domaines conservés, A, B et C. Le 

sous-domaine A est impliqué dans la fixation au domaine IV et le sous-domaine C 

dans la fixation au domaine VI des calpaïnes [Ma et al., 1994 et Yang et al., 1994]. 

Le sous-domaine B est responsable de l’activité inhibitrice [Kawasaki et al., 1989 et 

Maki et al., 1989] (Figure 11).  

L’inhibition des calpaïnes par la calpastatine est calcium-dépendante [Cottin et al., 

2000 et Kapprell et Goll, 1989]. En présence de calcium, le sous-domaine A et le 

sous-domaine C se fixent respectivement, aux domaines IV et VI de la molécule de 

calpaïne permettant ainsi au sous-domaine B de rentrer en interaction avec le 

domaine II de la calpaïne et d’exercer son action inhibitrice.  

Cette inhibition des calpaïnes par la calpastatine est réversible [Imajoh et Suzuki, 

1985 et Otsuka et Goll, 1987]. In vitro, la concentration calcique requise pour la 

fixation de la calpastatine aux calpaïnes ubiquitaires (10-300 nM pour se fixer à la µ-

calpaïne et 10-40 µM pour se fixer à la m-calpaïne) est inférieure à celle requise 

pour leur activité protéolytique [Kapprell et Goll, 1989]. Ainsi, en cas d’augmentation 

de la concentration calcique, la calpastatine se fixe aux calpaïnes, avant l’initiation 

de l’activité protéolytique [Otsuka et Goll, 1987].  
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Figure 11 : Structure schématique de la calpastatine humaine d’ après Wendt et al. (2004).
Les différents domaines de la calpastatine sont notés XL, L,I, II, III, IV. Les lettres A, B et C 
représentent les sous-domaines.  
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2.3. Rôles des calpaïnes 

 

2.3.1. Substrats des calpaïnes 

 

Les calpaïnes sont des endoprotéases dont l’activité protéolytique est limitée. Plus 

d’une centaine de protéines ont été identifiées in vitro comme substrats potentiels 

de calpaïnes [Craoll et DeMartino, 1991 ; Goll et al., 2003]. La plupart de ces 

substrats peuvent être rangés en quatre catégories : celle des kinases (FAK (focal 

adhesion kinase) ; Src ; protéine kinase C, protéine kinase calcium/calmoduline-

dépendante…), des phosphatases (phospholipase C, protéine tyrosine phosphatase 

1B, inositol polyphosphate 4-phosphatase…), la catégorie des facteurs de 

transcription (myogénine, p53, c-Fos, c-Jun…) et celle des protéines du 

cytosquelette (cadhérines ; desmine ; myosine ; taline ; tropomyosine…). In vitro, 

de nombreuses protéines ayant un rôle dans les interactions entre le cytosquelette 

et la membrane plasmique, comme la taline, la vinculine, la spectrine, la filamine ou 

l’erzine seraient clivées rapidement par les calpaïnes [Shcherbina et al., 1999]. De 

même, de multiples protéines des filaments intermédiaires, comme la desmine et la 

vimentine seraient des cibles des calpaïnes. Parmi les nombreuses protéines cibles 

des calpaïnes, un grand nombre possède dans leur séquence d’acides aminés le 

motif PEST (proline, glutamine, sérine et thréonine). Cette combinaison d’acides 

aminés faciliterait la séquestration des ions calcium et favoriserait par ce biais 

l’activité des calpaïnes [Harris et al., 1989]. Cependant, toutes les protéines clivées 

par les calpaïnes ne possèdent pas cette séquence particulière et une mutation dans 

cette suite d’acides aminés ne prévient pas le clivage des substrats [Malinari et al., 

1995]. La séquence PEST n’est donc ni nécessaire ni suffisante à la reconnaissance 

des substrats par les calpaïnes [Carillo et al., 1996]. Pour certains substrats, les 

calpaïnes clivent préférentiellement au niveau de séquences précédant un résidu 

arginine ou lysine et un résidu valine ou leucine en position 1 et 2, respectivement 

[Sasaki et al., 1984]. 

La phosphorylation des protéines cibles semble intervenir dans l’activité des 

calpaïnes. La phosphorylation par la protéine kinase A de la troponine I réduit la 
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sensibilité de la µ-calpaïne de 5 fois pour ce substrat alors que la phosphorylation 

par la protéine kinase C augmenterait cette sensibilité de 2 fois [Di Lisa et al., 1995]. 

Enfin, il a aussi été suggéré que le clivage par les calpaïnes serait dépendant de la 

conformation de la chaîne polypeptidique du substrat [Sakai et al., 1987].  

    

2.3.2. Implications physiologiques des calpaïnes   

 

2.3.2.1. Implication des calpaïnes dans le cycle cellulaire 

Plusieurs études ont suggéré, via l’utilisation d’inhibiteurs synthétiques des calpaïnes 

que ces dernières seraient impliquées dans le cycle cellulaire notamment au niveau 

de la transition de G1 (gap 1) à la phase S (synthèse). 

La privation en sérum dans des cellules NIH3T3 (cellules fibroblastiques de souris) 

entraîne une perte rapide de la cycline D1 qui est impliquée dans la progression des 

cellules vers la phase G1. L’addition d’inhibiteurs synthétiques des calpaïnes ou la 

surexpression de la calpastatine empêche la perte de cette cycline [Choi et al., 

1997], empêchant donc la progression de la cellule en phase S. Cependant, d’autres 

études portant sur des cellules EcR-CHO (cellules dérivant des cellules d’ovaires de 

hamster) surexprimant la calpastatine ainsi que sur des fibroblastes issus de souris 

capn4 -/-, (délétés en sous-unité régulatrice) montrent que ces cellules prolifèrent 

[Xu et Mellgren, 2002]. Au vu de ces différentes données, l’activité des calpaïnes ne 

paraît pas indispensable au bon déroulement de la mitose. Les calpaïnes pourraient 

servir de système de redondance avec la voie protéolytique du protéasome, principal 

régulateur protéolytique du cycle cellulaire.  

 

2.3.2.2. Implication des calpaïnes dans la régulation de l’expression des gènes 

Parce qu’in vitro, certains substrats tels que c-Jun, c-Fos [Hirai et al., 1991 ; Pariat 

et al., 2000] et p53 [Gonen et al., 1997] sont des facteurs de transcription, les 

calpaïnes pourraient être impliquées dans la régulation de l’expression des gènes. 

Tous ces facteurs sont dégradés majoritairement par le protéasome. Les calpaïnes 

sont localisées préférentiellement dans le cytosol, le clivage des facteurs de 

transcription par les calpaïnes aurait donc lieu dans le cytoplasme. Cependant, une 

localisation nucléaire de la µ-calpaïne ainsi que de la m-calpaïne ayant été mise en 
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évidence dans des situations particulières [Gil-Parrado et al., 2003 ; Raymond et al., 

2004], dans cette configuration, les calpaïnes pourraient agir sur les facteurs de 

transcription au niveau du noyau de la cellule. Dans les cellules NIH3T3, la 

surexpression de la calpastatine entraîne une diminution du taux de dégradation de 

c-Jun ; au contraire, l’utilisation d’oligodésoyribonucléotides antisens dirigés contre la 

calpastatine entraîne une augmentation de la dégradation du facteur de transcription 

c-Jun [Hayashi et al., 1992]. Plusieurs mutants du facteur de transcription Fos 

présentent une résistance au clivage par les calpaïnes [Steff et al., 1997]. De plus, la 

présence d’un inhibiteur des calpaïnes entraîne dans des cellules exprimant le type-

sauvage de p53, une stabilisation de cette protéine [Kubbutat et Vousden, 1997]. 

Ces divers résultats suggèrent que les facteurs de transcription c-Fos, c-Jun et p53 

peuvent être dégradés par différentes voies protéolytiques dont celle des calpaïnes.   

 

2.3.2.3. Implication des calpaïnes dans l’apoptose 

Le terme d’apoptose a été utilisé la première fois en 1972, pour décrire le processus 

de programmation de mort cellulaire [Kerr et al., 1972]. L’apoptose fait intervenir 

plusieurs systèmes protéasiques comme les cathepsines lysosomales, le protéasome, 

les calpaïnes et principalement les caspases (cystéines protéases calcium-

indépendantes). L’implication des calpaïnes dans ce phénomène est limitée à 

certains types cellulaires et à des stimuli spécifiques [Kidd et al., 2000]. La 

surexpression de la calpastatine, dans différentes lignées, inhibe le phénomène de 

mort cellulaire programmée [Chi et al., 1999 (lignée UV(r)-1 de fibroblastes 

humains) ; Squier et al., 1999 (lignée de neutrophiles humains) ; Lu et al., 2002, 

(lignée CHO)]. La détection de produits de dégradation de l’α-spectrine spécifiques 

d’un clivage par les calpaïnes (150 et 145 kDa), dans les cellules apoptotiques, 

renforce l’idée que ces dernières soient impliquées dans la mort cellulaire 

programmée [Saido et al., 1993]. En effet, les caspases dégradent l’α-spectrine en 

deux fragments spécifiques de 150 et 120 kDa, permettant de distinguer clairement 

la protéolyse par les calpaïnes de celles par les caspases [Martin et al., 1995]. Le 

rôle des calpaïnes dans l’apoptose est complexe puisqu’elles clivent et inhibent les 

caspases elles-mêmes (caspases-7, -8 et -9 [Chua et al., 2000]) ainsi que de 

nombreuses autres protéines régulant le déroulement de l’apoptose. De plus, le rôle 
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des calpaïnes dans la mort cellulaire programmée varie : la m-calpaïne clive la 

procaspase-12 générant une caspase active, d’autre part, elle peut cliver Bcl-x1, 

transformant ainsi cette molécule anti-apoptotique en une molécule pro-apoptotique 

[Nakagawa et Yuan, 2000]. Les calpaïnes agissent donc dans le processus 

apoptotique soit comme régulateur négatif, soit comme régulateur positif. 

 

2.3.2.4. Implication des calpaïnes dans la fusion des myoblastes 

Lors du développement du muscle squelettique, après prolifération, les myoblastes 

se différencient, ils s’alignent et fusionnent pour former des myotubes multinucléés 

qui accumulent des protéines musculaires telles que l’actine, la myosine et la titine 

pour former des fibres musculaires squelettiques. La fusion des myoblastes nécessite 

un réagencement des interactions entre le cytosquelette et la membrane. L’ajout de 

calpastatine, inhibiteur endogène spécifique des calpaïnes, juste avant la fusion des 

myoblastes, inhibe cette fusion momentanément jusqu’à ce que toute la calpastatine 

en excès ait été neutralisée [Temm-Grove et al., 1999]. L’utilisation d’antisens 

oligodésoxyribonucléotides dirigés contre la m-calpaïne diminue de 50% le taux de 

fusion des myoblastes [Balcerzak et al., 1995]. De même, l’utilisation de calpeptine 

[Kwak et al., 1993], de leupeptine et d’inhibiteur II [Dourdin et al., 1997] ou de E-

64d [Kumar et al., 1992], inhibe aussi la fusion des myoblastes de poulet, souris et 

rat, respectivement. De plus, il a été montré dans des myoblastes de rat (lignée L8) 

qu’une diminution importante (plus de 10 fois) de la quantité de calpastatine 

précède le phénomène de fusion, la quantité de µ-calpaïne et de m-calpaïne restant 

inchangée [Barnoy et al., 1996]. Dans les myoblastes de souris en différenciation, 

l’expression de la m-calpaïne est maximale lorsque la fusion est elle aussi à son 

maximum [Cottin et al., 1994]. 

 

2.3.3. Pathologies impliquant les calpaïnes 

De par leurs nombreux rôles physiologiques, les calpaïnes sont aussi impliquées 

dans plusieurs pathologies. Parmi ces pathologies, trois sont provoquées par des 

mutations des gènes codant pour les calpaïnes : la LGMD2A, due à une mutation du 

gène codant pour la calpaïne 3a, le cancer de l’estomac, dû à une mutation du gène 

codant pour la calpaïne 9 [Liu et al., 2000] et le diabète de type 2 dû à une mutation 
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du gène codant pour la calpaïne 10 [Horikawa et al., 2000]. Les autres pathologies 

impliquant les calpaïnes sont associées à une dérégulation de l’activité des calpaïnes. 

Dans la plupart des cas, une dérégulation de l’homéostasie calcique entraîne une 

sur-activation des calpaïnes et donc une protéolyse anarchique (non régulée), qui 

peut s’avérer délétère voire létale pour la cellule.  

 

2.3.3.1. Implication des calpaïnes dans la maladie d’Alzheimer 

La maladie d’Alzheimer est une maladie neurodégénératvie conduisant 

progressivement à la perte des fonctions cognitives au premier rang desquelles 

figure la mémoire. Cette pathologie se caractérise par deux processus : (i) 

l’amyloïdogenèse, qui consiste en un dépôt de peptides β-amyloïdes, Aβ40 et Aβ42, 

entraînant, au niveau du cerveau, la formation de plaques amyloïdes extracellulaires 

et (ii) la dégénérescence neurofibrillaire, qui résulte de l’agrégation intraneuronale 

de filaments de protéines Tau hyperphosphorylées (protéine associée aux 

microtubules) (Figure 12). Les cellules de cerveau de patients atteints de la maladie 

d’Alzheimer présentent des concentrations calciques intracellulaires anormalement 

élevées [Leissring et al., 2000]. Le niveau d’expression de la m-calpaïne ainsi que 

l’autolyse de la µ-calpaïne sont augmentés, entraînant une forte activité du système 

protéolytique calcium-dépendant [Grynspan et al., 1997 ; Saito et al., 1993]. Cette 

dérégulation pourrait affecter la sécrétion des peptides β-amyloïdes, notamment par 

la conversion de la PKC en une kinase constitutivement active [Goll et al., 2003]. De 

plus, les calpaïnes clivent la protéine p35, activant la protéine kinase cycline-

dépendante 5 (CDK5), en une protéine de 25 kDa (p25) qui, ainsi activée, prolonge 

l’activation de CDK5 [Kusakawa et al., 2000]. Le fait que la protéine Tau soit un 

substrat de CDK5 et qu’une accumulation de p25 a été mise en évidence dans le 

cerveau des patients atteints de la maladie d’Alzheimer [Lee et al., 2000], suggèrent 

que la p25, clivée par les calpaïnes, est responsable de l’hyperphosphorylation de 

Tau, induisant la dégénérescence neurofibrillaire. 
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Figure 12 : Schématisation des mécanismes impliqués dans la mal adie d’Alzheimer. La 
protéine APP (amyloid precursor protein) est clivée par les sécrétases α, β et γ pour former un 
fragment Aβ de 40 ou 42 résidus acides aminés. L’agrégation de ces fragments forme les plaques 
amyloïdes. De plus, ils induisent la génération de ROS (reactive oxygen species), comme des 
radicaux hydroxyles, qui sont responsables de la péroxydation des lipides et altèrent un grand 
nombre de fonctions cellulaires. L’activation des kinases PKC et de la CalmK (calcium-calmoduline 
kinase) favorise la phosphorylation de Tau par GSK3. Le clivage de p35 en p25, par les calpaïnes 
entraîne une hyperphosphorylation de Tau par p25/CDK5. 
Schéma adapté du site : https://www1.qiagen.com/Geneglobe/PathwayView.aspx?pathwayID=29
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protéine APP (amyloid precursor protein) est clivée par les sécrétases α, β et γ pour former un 
fragment Aβ de 40 ou 42 résidus acides aminés. L’agrégation de ces fragments forme les plaques 
amyloïdes. De plus, ils induisent la génération de ROS (reactive oxygen species), comme des 
radicaux hydroxyles, qui sont responsables de la péroxydation des lipides et altèrent un grand 
nombre de fonctions cellulaires. L’activation des kinases PKC et de la CalmK (calcium-calmoduline 
kinase) favorise la phosphorylation de Tau par GSK3. Le clivage de p35 en p25, par les calpaïnes 
entraîne une hyperphosphorylation de Tau par p25/CDK5. 
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2.3.3.2. Implication des calpaïnes dans la cataracte 

La cataracte est une autre pathologie impliquant les calpaïnes. Elle est définie 

comme une affection de l’œil aboutissant à l’opacité partielle ou totale du cristallin 

(Figure 13). Au niveau de l’œil normal, les protéines du cristallin (α, β, γ) sont 

concentrées et organisées de manière à laisser passer la lumière. Une concentration 

en calcium élevée est observée dans la majorité des cas de cataractes humaines. 

Cette concentration est suffisante pour initier directement l’activité de la m-calpaïne 

(qui est l’isoforme la plus représentée dans le cristallin). Dans le cristallin de rat, la 

m-calpaïne dégrade les protéines α et β dans leur partie N-terminale mais n’interagit 

pas avec la protéine γ. Les protéines α et β ainsi tronquées précipitent et deviennent 
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résistantes à toute dégradation, conduisant à l’opacité du cristallin [Goll et al., 2003 

et Huang et Wang, 2001].  

 

Figure 13 : Schéma de l’œil situant le cristallin  

 

2.3.3.3. Implication des calpaïnes dans les ischémies cérébrales et cardiaques 

Les calpaïnes sont aussi impliquées dans les ischémies cérébrales et cardiaques 

[Neumar et al., 1996]. Ces pathologies sont associées à une augmentation du 

calcium intracellulaire engendrant une activation importante des calpaïnes. Cette 

activité dérégulée se traduit par une protéolyse anarchique induisant une nécrose 

des cellules.  

 

2.3.3.4. Implication de la calpaïne 10 dans le diabète de type II 

Le diabète de type II, diabète non insulino-dépendant, est le résultat de la 

combinaison de facteurs génétiques et environnementaux. Il est défini par une 

insulino-résistance se caractérisant par une faible réponse des tissus cibles à 

l’insuline. Il concerne environ 2% de la population française et est associé à une 

obésité dans 80% des cas. Ce trouble métabolique visant dans un premier temps les 

personnes d’un âge mûr, tend à s’étendre aux jeunes générations [Weiss et al., 

2004]. Chez l’Homme, le chromosome 2 présente un locus majeur de susceptibilité 

au diabète de type II [Hanis et al., 1996]. Au sein de ce locus, le gène codant pour 

la calpaïne 10 a été identifié (par clonage positionnel) [Horikawa et al., 2000]. Les 
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variants génétiques du gène Capn10 sont associés à une augmentation en acides 

gras libres et une résistance à l’insuline [Orho-Melander et al., 2002]. In vitro, les 

acides gras libres activent la PKC, entraînant ainsi une hyperphosphorylation des 

récepteurs à l’insuline ce qui a pour effet d’augmenter la résistance à l’insuline 

[Griffin et al., 1999]. Ainsi, une sous-régulation de la PKC apparaît comme un facteur 

important dans le maintien du niveau de phosphorylation approprié des récepteurs à 

l’insuline. In vivo, la PKC étant un substrat des calpaïnes, une moindre quantité de 

calpaïne conduirait à la sur-régulation de la PKC, réduisant le signal de l’insuline et 

induisant une résistance à celle-ci. De plus, l’ajout d’un inhibiteur des calpaïnes, au 

niveau des îlots pancréatiques de souris, entraîne une augmentation de la sécrétion 

d’insuline en réponse au glucose ainsi qu’une diminution de l’assimilation de glucose 

dans les adipocytes et le muscle squelettique et une diminution du taux de synthèse 

de glycogène dans le muscle [Sreenan et al., 2001]. Enfin, la calpaïne 10 a été 

impliquée dans la survie des cellules β du pancréas [Johnson et al., 2004].  

 

2.3.3.5. Implication de la calpaïne 3a dans la dystrophie musculaire des ceintures 

de type 2A 

La LGMD2A se caractérise par une atteinte musculaire progressive symétrique des 

ceintures pelvienne et scapulaire et est due à des mutations du gène de la 

calpaïne 3 [Richard et al., 1995]. Plus de 100 modifications du gène Capn3 ont été 

identifiées. Elles sont dispersées le long du gène (Figure 14). Ces différentes 

mutations affectent les interactions entre les différents domaines de la calpaïne 3a, 

ce qui réduit son activité protéolytique. Les patients atteints de LGMD2A présentent, 

au niveau des fibres apoptotiques, une accumulation cytoplasmique de NFκB 

(facteur de transcription qui active des gènes de survie) et de IκBα (inhibiteur de 

NFκB) [Baghdiguian et al., 2001]. IκBα est un substrat de la calpaïne 3a. La 

protéolyse IκBα permet la translocation nucléaire de NFκB qui peut ainsi activer la 

transcription de gènes de survie. Il semblerait que chez les patients atteints de 

LGMD2A, la calpaïne 3a, suite aux mutations de son gène, ne possède plus la 

capacité de cliver IκBα, inhibant ainsi la translocation de NFκB et donc l’activation 

des gènes de survie qui préviennent l’apoptose [Branca, 2004].  
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2.3.3.6. Implication des calpaïnes ubiquitaires dans le cancer et la dissémination 

métastatique 

Les calpaïnes ont aussi un rôle important dans l’établissement de certains cancers. 

Chez l’Homme, le développement de tumeurs malignes du rein [Braun et al., 1999b], 

de différents cancers de la peau [Reichrath et al., 2003] et d’adénocarcinomes 

colorectaux [Lakshmikuttyamma et al., 2004] sont caractérisés par une expression 

et/ou une activité élevée des calpaïnes. Les oncoprotéines (protéines fabriquées par 

l'organisme sur la commande d'un oncogène (gène jouant un rôle dans le contrôle 

de la croissance ou de la division cellulaire, qui a subit une mutation) et susceptibles 

d'engendrer une tumeur) v-Src, v-Jun, v-Myc, k-Ras et v-Fos, capables d’induire la 

transformation des cellules, activent de manière significative les calpaïnes. Leur 

activité est augmentée d’un facteur 2 dans les cellules transformées par v-Jun et 

d’un facteur 11 après transformation par v-Myc [Carragher et al., 2004]. Dans le 

cancer de la prostate, l’inhibition de la m-calpaïne (par stratégie antisens) réduit 

significativement l’invasion tumorale [Mamoune et al., 2003]. Dans le cancer du 

poumon, l’activation par la nicotine de la PKCι (protéine kinase C iota), entraîne la 
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phosphorylation des calpaïnes qui induit une augmentation de leur activité. Cette 

augmentation d’activité accélère la migration et l’invasion tumorale [Xu et Deng, 

2006b]. À l’opposé, toujours dans le cancer du poumon, la déphosphorylation de la 

µ-calpaïne et de la m-calpaïne, par la phosphatase 2A, supprime la migration et 

l’invasion des cellules cancéreuses [Xu et Deng 2006a].  

 

La dérégulation des calpaïnes dans les cellules tumorales fait de ces dernières un 

modèle d’étude intéressant pour compléter les connaissances sur le rôle de la 

protéolyse neutre calcium-dépendante dans l’adhésion, la migration et l’invasion 

cellulaires. 

 

En résumé, la µ-calpaïne ainsi que la m-calpaïne sont les deux principales 

calpaïnes ubiquitaires appartenant à une famille de 14 protéases. Ce sont 

des endoprotéases dont l’activité protéolytique est limitée. Elles se 

présentent sous forme d’un hétérodimère constitué d’une sous-unité 

catalytique (80 kDa) et d’une petite sous-unité régulatrice (30 kDa). Elles 

forment avec leur inhibiteur endogène, la calpastatine, le système neutre 

protéolytique calcium-dépendant. Ce système intervient dans de 

nombreux processus physiologiques tels que l’expression de la régulation 

des gènes. Plus particulièrement, elles sont impliquées dans la migration 

cellulaire. Au niveau pathologique, outre un rôle potentiel des calpaïnes 

dans la maladie d’Alzheimer, la cataracte, le diabète de type 2 ou encore la 

LGMD2A, des taux élevés de µ-calpaïne et de m-calpaïne dans certains 

cancers font de ces molécules des cibles de choix pour l’étude des 

mécanismes de la dissémination métastatique. 
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CHAPITRE 2 : LE PROCESSUS DE MIGRATION CELLULAIRE 

 

Il n'y a rien de vivant dans une 

cellule sauf l'ensemble. Lucien 

Cuénot. 

 

Pour migrer, les cellules peuvent emprunter différents modes de déplacement. Elles 

peuvent se déplacer individuellement par un mode de migration amiboïde ou 

mésenchymale ou en groupe par un mode de migration collectif. Les mouvements 

amiboïdes, uniquement possibles en matrice 3D [Friedl et Wolf, 2003], sont 

caractérisés par une morphologie cellulaire arrondie. Ils sont indépendants des 

protéases extraxellulaires et nécessitent un niveau élevé de capacité contractile via 

les interactions acto-myosine contrôlée par RhoA-ROCK déformant la matrice et 

permettant le mouvement cellulaire [E. Sahai et al., 1999 ; Sahai et Marshall, 2003 ; 

Wilkinson et al., 2005 ; Wyckoff et al., 2006]. La migration mésenchymale fait 

intervenir Rac et Cdc42. Les cellules adoptant ce mode de migration présentent une 

morphologie allongée et des lamellipodes. Elles adhèrent à la matrice extracellulaire. 

Rac et Cdc42 stimulent la polymérisation d’actine en régulant WASP/WAVE [Miki et 

al., 1998 ; Rohatgi et al., 1999 ; El-Sibai et al., 2007]. Les interactions entre N-WASP 

et WAVE avec Arp2/3 (facteur de nucléation de l’actine) stimulent la formation de 

réseaux d’actine à l’avant de la cellule [Suetsugu et al., 2001]. De plus, la migration 

mésenchymale se distingue de la migration amiboïde par sa dépendance aux 

intégrines, la présence de fibres de stress ainsi que par le remaniement et la 

dégradation de la matrice extracellulaire. Ces deux modes de migration sont 

interconvertibles au travers de transitions amoeboïde-mésenchymale ou 

mésenchymale-amoeboïde [Friedl et al., 2003 ; Sahai et al., 2003 ; Wilkinson et al., 

2005]. Enfin les cellules peuvent migrer de manière collective. Lors de cette 

migration, les cellules restent phyiquement et fonctionnellement connectées puisque 

l’intégrité des jonctions cellule-cellule est préservée durant le mouvement [Friedl et 

al., 2004 ; Montell, 2008]. De plus, la polarité multicellulaire et l’organisation 

supracellulaire du cytosquelette d’actine génère des tractions pour la migration et le 

maintien des jonctions cellulaires. Enfin, dans la plupart des modes de migration 
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collective, le groupe de cellules en migration modifie de manière structurale le tissu 

le long duquel elles migrent, soit en laissant un vide, une trace ou en causant des 

modifications secondaires de la matrice exracellulaire, incluant le dépôt d’une lame 

basale [Friedl et Gilmour 2009]. 

Dans ce chapitre 2, seule la migration individuelle, mésenchymale, sur matrice 2D 

sera détaillée. Les autres types de migration, pouvant intervenir dans la 

dissémination métastatique, seront détaillés dans le chapitre 3.  

Le processus de migration cellulaire est défini dans ce chapitre. Dans un premier 

temps, les différentes composantes impliquées dans ce processus sont décrites. Elles 

comprennent les composants de la matrice extracellulaire, environnement de la 

cellule, les protéines d’ancrage et d’échange entre la cellule et son environnement 

ainsi que le cytosquelette d’actine, architecture interne de la cellule. Dans un 

deuxième temps, l’aspect dynamique de la migration cellulaire est décrit. Enfin, 

l’implication des calpaïnes dans ce processus complexe est soulignée.  

 

1. Les différentes composantes de la migration 

 

La migration implique les composants de la matrice extracellulaire, les récepteurs de 

ces composants à la face ventrale de la cellule adhérente, les molécules de 

l’adhésion focale et le cytosquelette d’actine (Figure 15).  
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MATRICE EXTRACELLULAIRE

membrane
cytoplasmique

CYTOPLASME

intégrine

collagène glycosaminoglycanes
-chondroïtine
-kératine
-dermatine
-Hyaluronate
- …

glycoprotéines
-fibronectine
-laminine
-vitronectine
-thrombospontine
-tenascine
-élastine
- …

Protéines associées 
à la chaîne αααα
-calréticuline
-calnexine
-Cavéoline
- …

Protéines associées 
à la chaîne ββββ
-taline
−α actinine
-Filamine
-FAK
-Paxilline
-Rack 1
- …

-Vinculine
-Gersoline, tensine, VSP
-Paxilline, Cas
-FAK, Src, PKC, Csk, PI3K, IKL
-…

Figure 15 : Représentation schématique des interactions des com posants de la migration. 
Les intégrines entrent en interaction avec les molécules de la matrice extracellulaire et modulent par 
leurs liaisons aux molécules cytoplasmiques de la plaque d’adhésion les caractéristiques 
fonctionnelles et dynamiques de la cellule. 

α β

 

 

1.1. La matrice extracellulaire 

 

La matrice extracellulaire correspond au réseau macromoléculaire sécrété par les 

cellules dans l’espace extracellulaire. Elle est formée de fibres de collagène et de 

fibronectine, d’acide hyaluronique, de protéoglycanes portant des chaînes 

glycosaminoglycanes ainsi que de glycoprotéines. Toutes ces molécules interagissent 

avec les récepteurs, de type non-intégrine ou intégrine, à la face ventrale de la 

cellule adhérente. La matrice extracellulaire a un rôle de support pour les cellules. 

Elle peut agir de deux façons sur la cellule :  

- tout d’abord, l’interaction matrice extracellulaire-cellule régule directement les 

fonctions cellulaires via des signaux extracellulaires, perçus par la cellule au 

niveau de récepteurs [Cf. Ch.2 1.2] ; 

-  de plus, la matrice extracellulaire contrôle la mobilisation de facteurs de 

croissance et de différenciation, modulant ainsi la prolifération cellulaire et 

contrôlant le phénotype de la cellule [Taipale et Keski-Oia, 1997]. 
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1.1.1. Les composants de la matrice extracellulaire 

 

La composition de la matrice extracellulaire varie en fonction du type de tissu et du 

stade de développement des cellules. Les différents constituants interagissent entre 

eux pour former un réseau moléculaire dans l’espace intercellulaire dans lequel 

s’organise la communication entre les cellules. Ce réseau permet le maintien de 

l’intégrité des tissus, participe à la régulation de la morphologie, la prolifération 

[Grinnell et al., 1999], la différentiation cellulaire [Engler et al., 2006] ainsi que la 

migration [Lo et al., 2000].  

La matrice extracellulaire se compose d’une grande variété de molécules : 

collagènes, fibres élastiques, glycosaminoglycanes et protéoglycanes ainsi que 

glycoprotéines adhésives. Les différentes combinaisons et organisations spatiales de 

ces molécules, définissent les divers types de réseaux caractérisant les tissus et 

organes.  

 

1.1.1.1. Le collagène 

Le collagène, glycoprotéine formée de trois chaînes α en forme de super-hélice, est 

la protéine la plus abondante chez les vertébrés. Sa synthèse se fait sous la forme 

de procollagène (Figure 16). Une molécule de procollagène est constituée de 

l'enroulement de trois chaines polypeptidiques, reliées entre elles par des ponts 

disulfures. La molécule est ensuite transportée dans des vésicules et secrétée par 

exocytose. L'assemblage des fibrilles et des fibres se fait à l'extérieur de la cellule, 

elles s'unissent les unes aux autres par des liaisons hydrogènes. L'ensemble forme 

de grosses fibres très résistantes à la traction.  

Plus de 20 molécules de collagène différentes ont été identifiées, chacune ayant des 

propriétés mécaniques et des fonctions propres. Certains collagènes sont tissu-

spécifiques. Le collagène II est retrouvé uniquement au niveau du cartilage [Zhang 

et al., 2003]. Les collagènes de types I, II et III sont les formes les plus 

représentées dans l’organisme humain et forment des fibrilles responsables des 

forces de tension tissulaires. Les collagènes de types IV, VII, IX, X et XII sont 

associés aux fibrilles de collagène (I, II, III) ou organisés en réseau au niveau de la 



ANALYSE DE LA LITTERATURE – CHAPITRE 2 : LE PROCESSUS DE MIGRATION CELLULAIRE 

- 45 -  

lame basale [Cf. Ch2. 1.1.2]. En plus de ses fonctions mécaniques et structurales, le 

collagène joue un rôle important dans l’adhésion et l’étalement cellulaire [Prasad et 

al., 2002]. Il influence aussi la différenciation et la migration cellulaire [Keely et al., 

1995].  

 

Figure 16 : Représentation schématique de la triple hélice d’un e molécule de procollagène
La molécule de procollagène est constituée de l'enroulement de trois chaines polypeptidiques α, 
reliées entre elles par des ponts disulfures.  

 

1.1.1.2. Les glycosaminoglycanes  

Les glycosaminoglycanes sont des polysaccharides formés par la répétition de 

disaccharides contenant des groupes sulfates. Les principaux glycosaminoglycanes 

sont les chondroïtines, les kératines et les dermatines. Le hyaluronate est l’unique 

polysaccharide non sulfaté qui peut exister sous forme libre, sans liaison covalente 

avec une protéine. Il joue un rôle important dans divers processus biologiques : il 

participe au maintien structural de la matrice, à l’homéostasie hydrique, à la 

différenciation et à la migration cellulaire [Turley et al., 2002]. Lors du 

développement embryonnaire, le hyaluronate représente le constituant majeur de la 

matrice extracellulaire.  

 

1.1.1.3. Les glycoprotéines adhésives 

Les glycoprotéines adhésives, telles que la fibronectine, la laminine, la vitronectine, 

la thrombospontine, l’élastine et la tensine, autres constituants de la matrice 

extracellulaire, possèdent de multiples sites de liaison aux collagènes et aux 

protéoglycanes ainsi que des sites permettant la liaison à la surface cellulaire [Friedl 

et Bröker, 2000]. La fibronectine joue un rôle important dans l’adhésion, la 

différenciation et la migration cellulaire [Mostafavi-Pour et al., 2003]. Il existe 

plusieurs formes de fibronectine dues à un épissage alternatif. Dans sa séquence, la 

fibronectine présente de multiples motifs (Arg-Gly-Asp), (Arg-Gly-Asp-Ser), (Leu-
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Asp-Val) et (Arg-Glu-Asp-Val) qui permettent sa liaison avec les cellules [Kao, 1999]. 

Elle présente aussi des sites de liaisons aux autres protéines de la matrice 

extracellulaire comme le collagène, la fibrine, l’héparine.  

La laminine (Figure 17) est localisée principalement au niveau de la lame basale. Elle 

présente une grande affinité de liaison pour l’héparine et pour le collagène de type 

IV. De plus, elle possède des séquences similaires à celles des facteurs de 

croissance. Ces domaines sont des peptides « EGF-like » et peuvent stimuler la 

prolifération et la différentiation cellulaire [Schenk et al., 2003].  

 

Figure 17 : Représentation schématique de la structure de la la minine d’après Yurchenco et 
Schittny (1990). Les chaînes A, B1 et B2 forment une molécule asymétrique à quatre bras. Les 
trois bras courts sont formés par la partie N-terminale des trois chaînes, le bras long est formé par 
des hélices α. Les domaines globulaires des bras courts sont reliés entre eux par des domaines 
riches en cystéine. 

répétitions de cystéines

hélices α

A

B1 B2

 

 

1.1.2. La membrane basale, une matrice extracellulaire particulière 

 

La membrane basale est une matrice extracellulaire spécialisée qui se trouve entre 

un épithélium et des cellules du mésenchyme. Elle est constituée d’une lame basale 

(lamina densa), produite par les cellules épithéliales et d’une lamina fibroreticularis, 

produite par les cellules du mésenchyme. En l’absence de cellules 

mésenchymateuses, seule la lame basale est présente.  
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La lame basale est composée d’un grand nombre de protéines parmi lesquelles le 

collagène IV et la laminine. Ces deux molécules forment chacune deux types de 

polymères typiques de cette structure [Yurchenco et Schittny, 1990].  

 

1.2. Les récepteurs de la matrice extracellulaire, à la face ventrale de 

la cellule 

La face ventrale de la cellule possède deux types de récepteurs : des récepteurs de 

type non-intégrine et des récepteurs intégrines.  

 

1.2.1. Les récepteurs de type non-intégrine 

 

Les récepteurs de type non-intégrine sont des protéoglycanes, CD44 (cluster of 

differenciation) et des protéines liant la laminine. Le protéoglycane syndécane ainsi 

que CD44 sont les deux récepteurs de surface de type non-intégrine les plus étudiés.  

Les syndécanes sont des protéoglycanes transmembranaires, composés d’un 

domaine cytoplasmique, d’une région membranaire hydrophobe et d’un domaine 

extracellulaire. Ces récepteurs possèdent une composition particulière au niveau du 

domaine glycosaminoglycane extracellulaire [Couchman et al., 2001]. Ils ont la 

capacité de lier le collagène, la fibronectine, la thrombospondine mais aussi le β-FGF 

(facteur de croissance fibroblastique).  

CD44 est une glycoprotéine de surface transmembranaire polymorphique et le 

principal récepteur de surface du hyaluronate [Cf. Ch.2 1.1.1.2]. Il peut former des 

complexes avec du collagène, une métalloprotéase matricielle (MMP-7), le 

précurseur du heparin-binding epidermal growth factor (HB-EGF), et l'un de ses 

récepteurs erbB1. Ces liaisons entre CD44 et le collagène I, IV ou le hyaluronate, 

sont impliquées dans l’adhésion et la migration cellulaire [Cichy et Pure, 2003].  
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1.2.2. Les intégrines 

 

Les intégrines représentent un large groupe de la famille des glycoprotéines. Ce sont 

des hétérodimères, constitués d’une sous-unité α  fixant des cations divalents et 

d’une sous-unité β possédant un domaine riche en cytosine (Figure 18). La molécule 

d’intégrine se compose de 3 domaines : un large domaine extracellulaire (extrémité 

N-terminale), un domaine transmembranaire et le dernier intracellulaire (en C-

terminal). Il existe 24 chaînes α et 9 chaînes β différentes, et leur combinaison 

détermine la spécificité de l'intégrine à son ligand. Du fait des différentes possibilités 

de combinaisons entre les deux chaînes, 24 couples αβ fonctionnels ont été 

identifiés [Zamir et Geiger, 2001 ; Hynes, 2002]. Si la sous-unité β ne semble pas 

être impliquée dans l’activité de récepteur de la molécule d’intégrine, la sous-unité 

α, au contraire,  présente une spécificité importante envers les signaux de 

transduction. Le domaine cytoplasmique β1 est impliqué dans l’agencement du 

cytosquelette [Schaffert et al., 2001]. Cette association dynamique entre l’intégrine 

et l’actine cytosquelettique [Cf. Ch.2 1.4], induit des changements de morphologie 

cellulaire altérant ainsi la prolifération et la différenciation cellulaire [Stroker et al., 

1999]. Chacun des principaux composants de la matrice extracellulaire peut être 

reconnu par au moins une intégrine [Giancotti, 2003].  
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Figure 18 : Représentation schématique de la struct ure d’une intégrine d’après MF 
Poupon (2006). L’intégrine est constituée de deux chaînes (a et b). Les deux extrémités 
extracellulaires forment une structure réceptrice spécifique pour la fixation de 
composants de la matrice extracellulaire. 

 

 

1.3. Les adhésions focales, composition 

 

Au niveau du contact entre la matrice extracellulaire et la face ventrale de la cellule 

adhérente, des structures spécialisées se forment : les adhésions focales. Elles 

représentent une interaction physique entre la cellule et la matrice extracellulaire par 

laquelle des récepteurs d’adhésion forment un lien entre le cytosquelette d’actine et 

les composants de la matrice. Cette interaction permet à la cellule de communiquer 

avec son environnement extérieur et d’engendrer une réponse menant à l’adhésion, 

la migration, la prolifération, la différenciation, la mort cellulaire ou l’expression de 

gènes.  

Au niveau moléculaire, les adhésions focales sont composées d’agrégats d’intégrines 

transmembranaires [Cf. Ch.2 1.2.2] qui se lient aux composants de la matrice 

extracellulaire au niveau de leur région extracellulaire. Les intégrines constituent un 

site d’ancrage pour le cytosquelette d’actine, du coté cytoplasmique de la membrane 
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cellulaire, et sont impliquées dans différentes voies de signalisation intracellulaires 

du côté matriciel [Burridge et al., 1988 ; Hynes, 2002 ; Jockusch et al., 1995 ; 

Schwartz et al., 1995]. Les intégrines ne possèdent pas de capacité à lier l’actine ni 

d’activité enzymatique. Ces deux processus de structure et de signalisation mettent 

en jeu les protéines associées à la partie cytoplasmique des intégrines. Certaines de 

ces protéines participent à la liaison entre les récepteurs membranaires et le 

cytosquelette d’actine alors que d’autres sont des molécules de signalisation comme 

des protéines kinases et des phosphatases [Jockusch et al., 1995 ; Yamada et 

Geiger, 2000]. Les intégrines sont impliquées dans le déclenchement de signaux de 

transduction tels que des phosphorylations de tyrosine, des élévations du pH 

intracellulaire, la synthèse de phosphatidylinositol-4,5-biphosphate (PIP2), ou encore 

l’activation des cascades MAPK [Clark et Brugge, 1995 ; Giancotti et Ruoslahti, 

1999 ; Howe et al., 1998].  

 

1.3.1. Les protéines associées directement aux intégrines 

 

1.3.1.1. Les protéines liées à la chaîne α de l’intégrine 

Les deux sous-unités des intégrines interagissent directement, à leur extrémité 

cytoplasmique, avec certaines protéines impliquées dans la régulation de leur affinité 

avec leurs ligands ainsi que dans les interactions avec le cytosquelette. 

La séquence de la chaîne α de l’intégrine, KXG/FFKR (Lys, X, Gly/Phe, Phe, Lys, 

Arg), qui est très conservée, permet une liaison avec la protéine chaperonne, la 

calreticuline [Rojiani et al., 1991] qui régule l’adhésion intégrine-dépendante 

[Coppolino et al., 1997]. Une autre protéine chaperonne, la calnexine s’associe avec 

les deux sous-unités α et β et facilite l’assemblage de l’hétérodimère au niveau du 

réticulum endoplasmique [Lenter et Vestweber, 1994]. De même, la protéine 

cavéoline peut aussi se lier à la chaîne α de la molécule d’intégrine [Wary et al., 

1996]. La cavéoline 1 est elle-même liée avec la tyrosine kinase Fyn qui devient 

active lors de la liaison à l’intégrine. Cette activation permet le recrutement de la 

molécule Shc qui permet à son tour l’activation de la voie Ras-MAPK [Wary et al., 

1996 ; Wary et al., 1998] (Figure 19). La protéine paxilline s’associe elle aussi avec 
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la sous-unité α de l’intégrine et stimule l’adhésion et la migration cellulaire [Liu et 

al., 1999].   

 

Figure 19 : Représentation schématique du modèle de recrutement  de Shc, faisant 
intervenir les intégrines et de l’activation de Ras , d’après Wary et al. (1998). La liaison de la 
cavéoline 1 à la chaîne α de la molécule d’intégrine entraîne l’activation de tyrosine phosphatases 
qui activent Fyn par déphosphorylation au niveau de son domaine C-terminal. Fyn se lie alors à Shc, 
en présence de SH3. L’ensemble se combine avec le complexe Grb2/SOS pour stimuler la voie 
Ras/MAPK.

 

1.3.1.2. Les protéines liées à la chaîne β de l’intégrine 

Les protéines qui se lient à la chaîne β de l’intégrine appartiennent à deux groupes. 

Le premier groupe est composé de protéines cytosquelettiques comme la taline, l’α-

actinine et la filamine [Horwitz et al., 1986 ; Otey et al., 1990 ; Sharma et al., 1995]. 

De nombreuses études utilisant la microinjection d’anticorps [Bolton et al., 1997 ; 

Nuckolls et al., 1992], les oligodésoyribonucléotides antisens [Albiges-Rizo et al., 

1995] ou l’augmentation du niveau d’expression [Gluck et Ben-Ze’ev, 1994 ; Gluck et 

al., 1993], montrent que la taline et l’α-actinine participent à l’assemblage des 

plaques d’adhésion ainsi qu’au processus de migration. 

Le second groupe de protéines cytoplasmiques interagissant avec la sous-unité β de 

l’intégrine sont des facteurs de régulation. Ainsi, des facteurs de régulation tels que 

la kinase d’adhésion focale (p125FAK) ou Rack1 (récepteur de la protéine kinase C) 

se lient à la chaîne β [Schaller et al., 1995 ; Liliental et Chang, 1998]. 
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1.3.2. Les protéines associées indirectement aux intégrines 

 

De nombreuses protéines interagissent indirectement avec les intégrines et forment 

un réseau en trois dimensions. 

 

1.3.2.1. La vinculine, protéine de structure 

La vinculine (masse moléculaire : 130 kDa) est la principale protéine de structure 

localisée au niveau des adhésions focales [Geiger, 1979]. Elle se compose d’une tête 

globulaire et d’un domaine queue, les deux domaines étant connectés par une 

séquence riche en proline. Les interactions intramoléculaires entre le domaine tête et 

le domaine queue masquent des sites de liaisons à la taline et à l’actine [Johnson et 

Craig, 1994 ; Johnson et Craig, 1995]. Cette structure intramoléculaire peut être 

remaniée par la liaison de PIP2 à la vinculine [Fukami et al., 1994 ; Gilmore et 

Burridge, 1996] (Figure 20). La surexpression de la vinculine entraîne une inhibition 

de la migration cellulaire, alors qu’une inhibition de cette molécule induit une forte 

motilité cellulaire et un pouvoir invasif important [Rodriguez Fernandez et al., 1992 ; 

Rodriguez Fernandez et al., 1993]. Des embryons de souris vinculine -/- ne peuvent 

pas se développer au-delà de 10 jours de gestation et présentent un tube neural 

altéré ainsi que des malformations cardiaques [Xu et al., 1998]. La vinculine joue un 

rôle important dans la régulation de l’adhésion et de la migration cellulaire. Elle 

interagit avec l’actine, la taline [Burridge et Mangeat, 1984 ; Menkel et al., 1994], 

l’α-actinine [Kroemker et al., 1994], la paxilline [Turner et al., 1999a], VASP 

(vasodiloator-stimulated phosphoprotein) [Brindle et al., 1996] et la vinexine [Kioka 

et al., 1999]. 
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Figure 20 : Modèle de recrutement de la vinculine par PIP2 au n iveau de l’adhésion focale, 
d’après Gilmore et Burridge, (1996). La vinculine présente sous forme inactive est activée par la 
liaison avec PIP2 après que ce dernier ait été stimulé par la protéine Rho.  

 

1.3.2.2. Les protéines régulatrices  

 

- Les protéines régulant le dynamisme de l’actine 

Certaines protéines régulatrices localisées au niveau des plaques d’adhésion sont 

impliquées dans la régulation du dynamisme de l’actine. Les filaments d’actine sont 

ancrés aux adhésions focales sous forme de fibres de stress. La formation et le 

maintien de ces structures dépendent de facteurs de régulation de l’actine dont 

certains tels que la gelsoline, la tensine, la protéine VASP ont été identifiés au niveau 

des adhésions focales. La gelsoline est une protéine qui intervient dans la nucléation 

de l’actine [Kwiatkowski, 1999]. Du fait de l’implication de la gelsoline dans la 

dynamique de l’actine, les fibroblastes gelsoline -/- présentent une incapacité à 
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former des lamellipodes et sont dépourvus de capacité migratoire [Azuma et al., 

1998]. La tensine est elle aussi impliquée dans le dynamisme de l’actine ; sa 

surexpression entraîne un retard dans la polymérisation des fibres de stress [Lo et 

al., 1994]. La protéine VASP interagit avec la vinculine et la zyxine, au niveau des 

adhésions focales. Elle régule négativement la migration et la formation de 

lamellipodes dans les fibroblastes [Bear et al., 2000].  

 

- Les protéines adaptatrices 

D’autres protéines ont un rôle d’adaptateur, elles possèdent plusieurs sites de liaison 

à différentes protéines et permettent aussi de créer un réseau d’interactions 

protéiques. Parmi ces adaptateurs, la paxilline présente des sites de liaison à la 

protéine Src [Weng et al., 1993], avec FAK, la vinculine [Brown et al., 1998 ; Wood 

et al., 1994] ou encore la protéine PP2A (phosphatase à sérine/thréonine) [Ito et 

al.,2000]. La paxilline serait impliquée dans la réorganisation du cytosquelette 

d’actine (via le recrutement du complexe PAK (p21 GTPase-activated kinase) /PIX 

(PAK-interacting exchange factor) [Turner et al., 1999b]) ainsi que dans la migration 

(par le recrutement de la protéine adaptatrice Crk [Petit et al., 2000]). La protéine 

p130Cas (Crk-associated substrat) est aussi une protéine ayant un rôle d’adaptateur. 

Elle peut, entre autre, lier FAK [Burnham et al., 1996 ; Harte et al., 1996]. Cette 

interaction augmente la phosphorylation de Cas [Cary et al., 1998] ce qui a pour 

conséquence le recrutement de l’adaptateur Crk et de stimuler ainsi la migration 

cellulaire [Klemke et al., 1998].  

 

- Les protéines kinases 

Plusieurs protéines kinases participent aussi à la formation des plaques d’adhésion 

dont FAK, Src, Csk, PKC, PI3K (phosphatidylinositol 3-kinase) et p53ILK (Integrin-

linked kinase).  

FAK est une des protéines kinases présentent au niveau des adhésions focales 

(Figure 21). Elle possède trois principaux domaines fonctionnels : un domaine N-

terminal qui contient un site de liaison à l’intégrine, un domaine catalytique central 

et une région C-terminale portant une séquence FAT (focal adhesion targeting). Elle 

possède aussi deux régions riches en proline. La protéine FAK interagit avec 
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plusieurs protéines dont la paxilline [Hildebrand et al., 1995], p130Cas [Harte et al., 

1996 ; Polte et Hanks, 1995] et la taline [Chen et al., 1995]. L’activité kinase de FAK 

est dépendante de sa phosphorylation au niveau de la tyrosine 397. Cette 

phosphorylation est stimulée par l’adhésion à l’intégrine [Burridge et al., 1992 ; 

Guan et Shalloway, 1992] ainsi que par des facteurs de croissance ou des hormones 

[Rankin et Rozengurt, 1994]. Cette phosphorylation joue un rôle important dans la 

médiation des signaux de transduction au niveau des adhésions focales. La 

phosphorylation de la FAK, au niveau de la tyrosine 397, permet de créer un site de 

liaison au domaine SH2 (Src domaine homology region 2) des protéines Src [Schaller 

et al., 1994], à PI3K [Chen et al., 1996] et à PTEN (phosphatase and tension 

homologue) [Tamura et al., 1999]. L’association de FAK avec Src induit la 

phosphorylation de la tyrosine 925 créant ainsi un site de liaison à la protéine 

adaptatrice Grb2 (growth factor receptor-bound protein 2) [Schlaepfer et al., 1994] 

ainsi que la phosphorylation des tyrosines 861, 576 et 577 induisant la régulation de 

l’activité kinase de la protéine FAK [Calalb et al., 1995]. La protéine FAK est 

impliquée dans différents processus cellulaires tels que l’étalement, la migration, la 

survie et la prolifération. Des fibroblastes issus d’embryons fak -/- présentent un 

défaut d’étalement, une migration moins importante que les cellules témoins et une 

augmentation du nombre d’adhésions focales [Ilic et al., 1995]. Les embryons quant 

à eux ne sont pas viables et présentent des défauts au niveau du mésoderme. De 

même, dans les cellules CHO, une surexpression de FAK entraîne une augmentation 

de la vitesse de migration [Cary et al., 1996].  
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domaine
catalytique FATNH2 COOH

Y397 Y407 Y576 Y577 Y861 Y925
Src taline

paxilline

Figure 21 : Représentation schématique de la structure de la pr otéine kinase FAK, d’après 
Cornillon et al. (2003). La protéine FAK est divisée en trois domaines, un domaine N-terminal qui 
porte un site de liaison à l’intégrine, un domaine central catalytique et un domaine C-terminal portant 
une séquence FAT. L’autophosphorylation de la tyrosine en 397 permet la liaison avec Src. Cette 
interaction induit la phosphorylation des autres résidus tyrosine de FAK ainsi que des résidus de 
protéines liées à FAK. La région FAT (focal adhesion targeting) est nécessaire pour la localisation 
dans le complexe d’adhésion par l’intermédiaire de liaisons avec la taline et la paxilline. La molécule 
présente deux régions riches en proline ; elles sont représentées en foncé. 
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paxilline

Figure 21 : Représentation schématique de la structure de la pr otéine kinase FAK, d’après 
Cornillon et al. (2003). La protéine FAK est divisée en trois domaines, un domaine N-terminal qui 
porte un site de liaison à l’intégrine, un domaine central catalytique et un domaine C-terminal portant 
une séquence FAT. L’autophosphorylation de la tyrosine en 397 permet la liaison avec Src. Cette 
interaction induit la phosphorylation des autres résidus tyrosine de FAK ainsi que des résidus de 
protéines liées à FAK. La région FAT (focal adhesion targeting) est nécessaire pour la localisation 
dans le complexe d’adhésion par l’intermédiaire de liaisons avec la taline et la paxilline. La molécule 
présente deux régions riches en proline ; elles sont représentées en foncé.  

 

La protéine kinase Src, localisée au niveau des adhésions focales possède six 

domaines fonctionnels : un domaine SH4 permettant la liaison à la membrane 

cellulaire, un domaine SH2 et un domaine SH3, un domaine catalytique et un 

domaine queue inhibiteur (Figure 22). L’activité de la kinase Src est régulée par un 

changement conformationnel. Lorsque la protéine est inactive, elle est repliée sur 

elle-même et présente des interactions intramoléculaires stabilisant sa conformation 

[Xu et al., 1997]. Cette configuration permet une interaction entre le domaine SH2 

et la tyrosine 527 phosphorylée de la région queue inhibitrice [Cooper et al., 1986]. 

Cette phosphorylation est due à la tyrosine kinase cytoplasmique, Csk, inhibiteur de 

l’activité kinase de la protéine Src [Okada and Nakagawa, 1989]. L’adhésion 

cellulaire augmente l’activité kinase de la protéine Src ainsi que sa concentration au 

niveau des adhésions focales [Kaplan et al., 1995]. De plus, les fibroblastes Src -/- 

présentent un retard d’adhésion et d’étalement ainsi qu’un pouvoir migratoire réduit 

[Hall et al., 1996]. Le rétablissement de l’adhésion dans ces fibroblastes nécessite la 

présence des domaines SH2 et SH3 alors que le rétablissement de la migration 

nécessite la présence du domaine kinase (SH1).  

 



ANALYSE DE LA LITTERATURE – CHAPITRE 2 : LE PROCESSUS DE MIGRATION CELLULAIRE 

- 57 -  

SH4

unique SH3 SH2 domaine protéine kinase

Tyr 416 Tyr 527

Figure 22 : Représentation schématique de la structure de la pr otéine kinase Src, d’après 
Roskoski (2004). La protéine Src se compose du côté N-terminal au côté C-terminal, d’un groupe 
de 14 carbones myristoylés (facilitant l’attachement de Src à la membrane) attaché au domaine 
SH4, d’un domaine unique, d’un domaine SH2, un domaine de liaison, d’un domaine SH1 tyrosine 
kinase et d’un domaine régulateur en C-terminal. In vivo, 90 à 95% des protéines Src sont 
phosphorylées au niveau des tyrosines 416 et 527. 

NH2 COOH

 

 

Les protéines PI3K et PKC sont deux autres kinases jouant un rôle important au 

niveau des adhésions focales. La protéine kinase PI3K est impliquée dans le 

processus mitotique, la survie cellulaire, le trafic intracellulaire, la migration et la 

régulation de cytosquelette [Carpenter et Catley, 1996]. Quant à la protéine PKC, 

elle peut phosphoryler la protéine MARCKS (Myristoylated alanine-rich protein kinase 

C substrate), la taline, la vinculine et la paxilline [De Nichiolo et Yamada, 1996 ; 

Hyatt et al., 1994].  

 

- Les phosphatases 

L’équilibre du niveau de phosphorylation est maintenu par les protéines kinases et 

les phosphatases.  

La phosphatase Shp-2, localisée au niveau des adhésions focales, est impliquée dans 

la transduction du signal. Les fibroblastes shp -/- présentent un défaut d’étalement et 

de migration ainsi qu’une augmentation du nombre d’adhésions focales, en 

comparaison des cellules témoins [Yu et al., 1998]. De même, les fibroblastes ptp-

pest -/-, délétés en protéine PTP-PEST (phosphatase cytoplasmique), présentent, eux 

aussi, une migration réduite [Angers-Loustau et al., 1999]. PTP-PEST interagit avec 

p130Cas et la paxilline.  

La tyrosine phosphatase PTEN joue aussi un rôle important au niveau des adhésions 

focales, elle permet la déphosphorylation de la protéine FAK et ainsi, inhibe la 

migration cellulaire et la formation de plaques d’adhésion [Tamura et al., 1998]. De 

plus, elle déphosphoryle la protéine adaptatrice Shc et inhibe ainsi le recrutement de 

la protéine Grb2, bloquant la voie MAPK [Gu et al., 1998].  
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Toutes les protéines énumérées ci-dessus composent les adhésions focales. 

Cependant, elles ne sont pas toutes présentent en même temps et la composition de 

l’adhésion focale est dépendante de la nature de la matrice extracellulaire ainsi que 

du type cellulaire.  

 

1.4. Le cytosquelette d’actine 

 

Le cytosquelette d’actine joue un rôle primordial dans de nombreuses fonctions 

cellulaires telles que le maintien de la morphologie de la cellule, la division cellulaire, 

la migration, la contraction, l’adhésion, la phagocytose ou encore la transduction de 

signaux.  

Dans la cellule, les microfilaments d’actine, constituants du cytosquelette, sont 

perpétuellement en train de se raccourcir ou de s’allonger et les faisceaux et les 

trames en train de se former et de se défaire. Tous ces changements dans 

l’organisation des microfilaments d’actine génèrent des forces modifiant 

profondément la forme de la cellule et lui conférant la capacité migratoire. Le 

cytosquelette présente différentes structures : des réseaux d’actine, au niveau des 

lamellipodes, des agrégats, au niveau des filopodes et des fibres de stress d’actine 

contractiles [Ridley et al., 2003].  

Ces différentes structures intervenant directement dans le processus de migration, 

elles seront détaillées dans le paragraphe 2.2. 

 

1.4.1. Les constituants de l’actine filamenteuse 

 

L’actine F, filamenteuse, est constituée de monomères d’actine G (Figure 23). 

L’actine G est divisée en trois isoformes, l’actine α, β et γ. Dans les cellules 

musculaires, l’isoforme β est localisée préférentiellement à la périphérie de la cellule, 

associée avec des plaques de vinculine, de la myosine striée et des agrégats d’α-

actinine. L’isoforme α est quant à elle, localisée préférentiellement dans la partie 

centrale de la cellule, associée à de la myosine et de l’ α-actinine [Song et al, 2000]. 
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Figure 23 : Structure tridimensionnelle du monomère d’actine d’ après Zheng et al. 
(2007). En violet : boucle S ; en cyan : boucle D ; en orange : boucle H ; en vert : boucle G ; 
en rouge : boucle W. 

ATPATP

 

 

1.4.2. La polymérisation de l’actine 

 

In vitro, l’actine polymérise en trois phases (Figure 24). Durant la première phase, 

dite de nucléation, l’actine G (actine globulaire) s’agrège en petits noyaux, 

oligomères instables. Lorsque 3 ou 4 sous-unités d’actine G sont agrégés, l’oligomère 

sert d’amorce à l’édification du filament d’actine. C’est la phase d’élongation, durant 

laquelle le filament d’actine F s’allonge rapidement par addition de monomères 

d’actine G à ses deux extrémités. À mesure que le filament s’allonge, la 

concentration d’actine G libre diminue jusqu’à atteindre la phase d’équilibre. Lors de 

cette phase, les monomères d’actine G s’échangent avec les sous-unités d’actine en 

bout de filament, sans changement de masse du filament. La concentration d’actine 

G à l’équilibre est appelée concentration critique. 

Figure 24 : Représentation schématique de la polymé risation en trois phases de la                 
F-actine  
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Une fois incorporés dans un filament de F-actine, les monomères hydrolysent 

lentement l’ATP pour devenir de l’ADP-actine, élément plus stable.  

Le filament d’actine n’est pas symétrique : il possède une extrémité (+), ou barbée, 

et une extrémité (-), ou pointue. L’extrémité (+) grandit 5 à 10 fois plus vite que 

l’extrémité (-). Cette différence de croissance est due à une différence de 

concentration critique entre les deux extrémités du filament [Pollard 1986]. Cette 

différence entraîne, en phase d’équilibre un ajout de monomères à l’extrémité (+) et 

une perte de monomères à l’extrémité (-) ; la longueur du filament reste ainsi 

constante. Les monomères ajoutés à l’extrémité (+) se déplacent le long du filament 

jusqu’à l’extrémité (-) où ils se détachent, suivant le mécanisme d’un tapis roulant.  

 

1.4.3. Les protéines associées à l’actine  

 

Les protéines associées à l’actine peuvent être classées en six groupes : les 

protéines de réticulation, de stabilisation, de séquestration, de la coiffe, de 

fragmentation du filament d’actine ainsi que des protéines motrices ; l’ensemble de 

ces groupes compte 162 protéines. 

 

1.4.3.1. Les protéines de réticulation 

Les protéines de réticulation participent à la formation des réseaux et des faisceaux 

d’actine. L’α-actinine et la filamine sont les deux principales protéines de réticulation 

du cytosquelette. Elles sont toutes deux impliquées dans la signalisation cellulaire en 

connectant les intégrines au cytosquelette [Kiema et al., 2006 ; Critchley, 1993].  

Chez l’Homme, la filamine A est la plus abondante des trois isoformes identifiées 

[Stossel et al., 2001]. La filamine est un homodimère de deux sous-unités de 280 

KDa. Chaque sous-unité possède, au niveau du domaine N-terminal, un site de 

liaison à l’actine composé de deux domaines homologues à la calponine (domaine 

CH). Ce site de liaison à l’actine est suivi de 24 tandems homologues au domaine 

immunoglobuline (IgFLN1-24). La dimérisation au niveau de ces tandems permet la 

formation d’un homodimère parallèle, flexible possédant un grand angle de 

réticulation des filaments d’actine [Flanagan et al., 2001]. La filamine permet ainsi 
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l’assemblage d’un réseau complexe entre les récepteurs transmembranaires et le 

cytosquelette d’actine, ainsi qu’entre les filaments d’actine eux-mêmes. 

L’α-actinine est une protéine cytosquelettique abondante. Elle permet d’ancrer les 

fibres de stress au niveau des plaques d’adhésion. Au niveau de sa région N-

terminale, elle possède, comme la filamine, un domaine homologue à la calponine 

qui interagit avec les filaments d’actine. Ce domaine CH est suivi par un domaine 

central de répétition de spectrines (SP) puis d’un domaine C-terminal possédant des 

motifs EF-hand [Broderick et Winder, 2005 ; Otey et Carpen, 2004] (Figure 25). 

L’unité fonctionnelle de l’α-actinine est un homodimère antiparallèle [Blanchard et 

al., 1989]. Les quatre répétitions de motifs spectrine définissent la distance entre 

deux filaments d’actine. Contrairement à la filamine qui permet la formation de 

réseaux complexes, l’α-actinine permet la formation de faisceaux (Figure 26).  

 

CH1  CH2
EF-

hand1  

EF-

hand2  

Répétitions de motif de la spectrine

Figure 25 : Représentation schématique de la structure de l’hom odimère d’ αααα-actinine, 
d’après Broderick et Winder (2005). L’α-actinine protéine Src se compose de deux domaines 
homologues de la calponine, du côté N-terminal, puis de trois répétitions de motifs de la spectrine et 
enfin, de deux motifs EF-hands, du côté C-terminal. L’unité active de l’α-actinine est un homodimère
antiparallèle. 

NH2 COOH
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Figure 26 : Représentation schématique du rôle de l’ αααα-actinine et de la filamine dans 
l’établissement, respectivement, de faisceau et de réseau d’actine . Le dimère d’α-actinine 
permet la formation de structures en faisceau ; ces structures sont retrouvées notamment au niveau 
des plaques d’adhésion. La filamine permet la formation de réseaux,  retrouvés notamment au 
niveau des lamellipodes et des pseudopodes.  

 

1.4.3.2. Les protéines de stabilisation 

Parmi les protéines de stabilisation, les tropomyosines jouent un rôle important dans 

le maintien de l’actine F. Elles forment une structure secondaire filamenteuse en 

double hélice provenant de la polymérisation en tête-queue de dimères. La molécule 

de tropomyosine est constituée de deux sous-unités assemblées sous forme d’homo- 

ou hétérodimère. Les tropomyosines musculaires forment préférentiellement des 

hétérodimères [Jancso et Graceffa, 1991 ; Lehrer et al., 1989 ; Sanders et al., 

1986]. Inversement, les tropomyosines cytosquelettiques forment préférentiellement 

des homodimères [Lin et al., 1985 ; Matsumura et Yamashiro-Matsumura, 1985]. 

L’affinité intrinsèque pour l’actine d’un unique dimère de tropomyosine est faible. De 

plus, des études de diffraction aux rayons X montrent que la distance la plus faible 

entre un carbone de la molécule de tropomyosine et la molécule d’actine est de 

10,5 Å [Lorentz et al., 1995]. Le dimère de tropomyosine semble ainsi « flotter » 

dans la cannelure du polymère d’actine, les deux structures étant reliées par des 

interactions ioniques. Cependant, la tropomyosine présente une grande capacité à 

former des polymères le long de la cannelure du filament d’actine ce qui augmente 

l’affinité et la stabilité de l’interaction [Perry, 2001].  
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La tropomyosine possède un rôle stabilisateur du filament d’actine F [Lal et Korn, 

1986]. Elle n’intervient pas de manière directe sur la polymérisation d’actine, elle 

stabilise mécaniquement le filament diminuant ainsi le nombre d’extrémité de 

filaments disponibles pour la polymérisation [Hitchcock-DeGregori et al., 1988]. 

L’interaction entre la tropomyosine et l’actine a aussi pour conséquence d’inhiber la 

formation de réseaux d’actine, contrant l’action d’Arp2/3, et limitant par conséquent 

la formation de lamellipodes [Blanchoin et al., 2001] (figure 27).  

La tropomyosine collabore avec d’autres protéines (myosine, tropomoduline, cofiline, 

caldesmone, gelsoline…) liant l’actine pour former des complexes de fonction 

différente. 

 

Tropomyosine

Arp2/3

gradients de 
concentration

-

fibres de stress lamellipodes

-
x

Figure 27 : Représentation schématique de la régulation par la tropomyosine de la 
formation de réseaux d’actine stimulée par Arp2/3. La tropomyosine inhibe les branchements 
des filaments d’actine stimulés par Arp2/3. Elle inhibe ainsi la formation de lamellipodes  et stimule 
la formation de fibres de stress.  A l’avant de la cellule en migration, la concentration en 
tropomyosine diminue permettant ainsi à la protéine Arp2/3 de stimuler la formation de réseaux 
d’actine, constituants des lamellipodes. 

avant 
de la cellule

 

 

1.4.3.3. Les protéines de séquestration 

Dans la cellule, environ 40% de l’actine est sous forme monomère. Ce pourcentage 

implique l’existence de protéines de séquestration de l’actine G. La thymosine β4 est 

considérée comme étant la principale protéine de séquestration de l’actine [Carlier et 
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al. 1993]. La thymosine β4 est une petite protéine qui se fixe à l’ATP-actine avec un 

rapport 1/1. Cette liaison bloque le site de l’actine G pour l’ATP et ainsi la 

polymérisation (Figure 28).  

Figure 28 : Modèle hypothétique de l’interaction entre le monom ère d’actine et la 
thymosine ββββ4 d’après De la Cruz et al. (2000).

thymosine β4

monomère d’actine

Figure 28 : Modèle hypothétique de l’interaction entre le monom ère d’actine et la 
thymosine ββββ4 d’après De la Cruz et al. (2000).

thymosine β4

monomère d’actine

 

 

La profiline se lie aussi aux monomères d’ATP-actine dans un rapport 1/1. Sa 

principale fonction serait de favoriser l’assemblage des filaments de F-actine, en 

agissant comme facteur d’échange de nucléotides [Perelroizen et al. 1996 et Vinson 

et al. 1998]. Elle permet de remplacer l’ADP par l’ATP. De plus, lorsqu’elle est 

complexée à l’actine G, la profiline contribuerait à l’addition de monomères 

d’actine G à l’extrémité (+) du filament [Zebda et al. 2000].  

Ainsi, la thymosine β4 ainsi que la profiline régulent la proportion entre les 

monomères d’actine et leur polymérisation (Figure 29).  
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Figure 29 : Représentation schématique des interactions existan t entre les monomères 
d’ATP-actine (ronds gris) ou ADP-actine (ronds blancs) et la thymosine ββββ4 (croissant blanc)
ou la profiline (carré blanc).  

 

Lors de la polymérisation de la F-actine, l’hydrolyse de l’ATP est une réaction rapide 

avec un temps de demi-réaction d’environ 2 secondes [Blanchoin et Pollard, 2002]. 

Cependant, la dissociation du phosphate inorganique ainsi libéré est beaucoup plus 

lente, avec un temps de demi-réaction d’environ 350 secondes [Carlier et Pantaloni, 

1986].  

 

1.4.3.4. Les protéines de la coiffe  

D’autres protéines se fixant à l’extrémité barbée, sont capables de réguler la 

dépolymérisation de l’actine du côté pointu et d’augmenter ainsi le réservoir de 

monomères. Un filament à l’état stationnaire, bloqué au bout barbé, ne peut que se 

raccourcir par dépolymérisation du bout pointu, entraînant un ralentissement du 

processus de tapis roulant. 

La tropomoduline (40 kDa) est une protéine coiffante. Elle lie la partie N-terminale 

de la tropomyosine (acides aminés 7 à 14) ainsi que l’extrémité pointue du filament 

d’actine [Vera et al., 2000]. La liaison à l’actine induit une inhibition de l’élongation 

de l’extrémité pointue du filament et la liaison à la tropomyosine induit une inhibition 

de la dépolymérisation de cette extrémité [Mudry et al., 2003]. Ensemble, la 
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tropomyosine et la tropomoduline régulent la longueur des filaments d’actine [Ursitti 

et Fowler, 1994 ; Woo et Fowler 1994].  

 

1.4.3.5. Les protéines de fragmentation 

D’autres protéines sont impliquées dans la dissociation des filaments d’actine F ; ce 

sont des protéines de dislocation telles que la gelsoline et la cofiline.  

Le complexe ADF (actin depolymerising factor)/cofiline stimule la dépolymérisation 

des filaments d’actine [Bernstein et Bamburg, 1982 ; Nishida et al., 1992]. La cofiline 

humaine est une protéine de 18 kDa, composée de 166 acides aminés. Sa séquence 

contient un peptide signal de localisation nucléaire, un site potentiel de liaison à 

l’actine de l’acide aminé 106 à l’acide aminé 125 et un site de phosphorylation au 

niveau de la sérine en position 3 dans sa partie N-terminale. Du fait de sa petite 

taille, cette protéine ne contient qu’un seul domaine [Hatanaka et al., 1996 ; 

Fedorov et al., 1997 ; Leonard et al., 1997] constitué de feuillets β entourés de 

quatre hélices α [Puius et al., 1998]. La cofiline peut se lier aux monomères et aux 

filaments d’actine mais son action dépend d’un certain nombre de facteurs. En effet, 

son activité de liaison ou de fragmentation est très sensible aux variations de pH. À 

un pH inférieur à 7,3, la cofiline se lie le long du filament, avec une stœchiométrie 

d’une molécule de cofiline pour une sous-unité d’actine. Elle n’entraîne la 

dépolymérisation du filament qu’à partir d’un pH plus élevé. La cofiline se lie 

préférentiellement à l’actine couplée à l’ATP (les constantes de dissociation sont 

respectivement de 0,2 mM et 1,3 mM) [Hayden et al., 1993, Hawkins et al., 1993]. 

L’état de phosphorylation de la molécule est aussi un facteur de régulation 

important ; la phosphorylation d’un de ses résidus sérine inhibe sa liaison à l’actine 

[Agnew et al., 1995]. In vivo, cette phosphorylation est due à la LIM-kinase 

(protéine spécifique des sérines) [Edwards et Gill, 1999]. Le PIP2 est aussi un 

inhibiteur de la liaison cofiline/actine [Yonezawa et al., 1990].  

La gelsoline (83 kDa) est une protéine monomérique, codée par un gène unique 

localisé sur le chromosome 9. Elle se présente sous deux isoformes : une 

cytosquelettique et une plasmatique. Elle est composée de six domaines de 120 à 

130 acides aminés [Vandekerchhove et al., 1990 ; Hartwig et Kwiatkowski, 1991]. 

Ces domaines sont homologues entre eux et présentent quelques homologies avec 



ANALYSE DE LA LITTERATURE – CHAPITRE 2 : LE PROCESSUS DE MIGRATION CELLULAIRE 

- 67 -  

la profiline [Cf. Ch.2 1.4.3.3] Elle fragmente et coiffe l’extrémité barbée des 

filaments d’actine : elle se lie au filament d’actine, le fragilise puis se fixe sur 

l’extrémité d’un des deux morceaux, générant ainsi deux filaments plus courts, de 

stabilité différente ainsi qu’une nouvelle extrémité pointue [McGough et Way, 1995]. 

La gelsoline entraîne aussi la polymérisation de nouveaux filaments d’actine en 

formant des nucléus avec les monomères d’actine [Yin, 1998 ; Weeds et Maciver, 

1993]. De même que la cofiline, son activité est régulée par le calcium, le pH et le 

PIP2. Son rôle est de réguler la longueur ainsi que le nombre des filaments d’actine 

et de permettre des réarrangements de l’actine au niveau du cytosquelette, 

notamment pendant la migration cellulaire. Chez les fibroblastes, la concentration en 

gelsoline est corrélée à la vitesse de migration [Cunningham et al., 1991].  

 

1.4.3.6. Les protéines motrices 

Des protéines motrices, telle que la myosine II, lient les filaments d’actine 

cytosquelettiques (Figure 30).  

Les filaments d’actine sont interdigités avec des filaments bipolaires de myosine, 

constitués de 15 à 20 molécules (Figure 31). Cette structure permet la contraction 

en faisant glisser les filaments d’actine les uns par rapport aux autres (Figure 32).  

L’augmentation de la concentration calcique stimule la liaison de calmoduline avec 

une kinase, la MLCK (myosin light-chain kinase). Cette association permet la 

phosphorylation de la chaîne légère régulatrice de la myosine. Cette phosphorylation 

permet la contraction en stimulant l’assemblage de la myosine au filament d’actine 

et en permettant d’augmenter l’activité catalytique de la myosine.  
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Figure 30 : Représentation schématique de la molécule de myosin e II, d’après Cooper 
(2000). La molécule de myosine II est constituée de deux chaînes lourdes et de deux paires de 
chaînes légères. Les chaînes lourdes ont une région tête globulaire et une queue en hélice α.  

 

 

 

Figure 31 : Représentation schématique de l’association de la m yosine II et des filaments 
d’actine F, d’après Cooper (2000). L’association entre la myosine II et les filaments d’actine F 
permet le glissement des filaments d’actine les uns par rapport aux autres, induisant ainsi une 
contraction.  
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Figure 32 : Modèle d’action de la myosine, d’après Cooper (2000). La liaison de l’ATP à la 
molécule de myosine entraîne la dissociation du complexe actine-myosine. L’hydrolyse de l’ATP 
induit un changement conformationnel  qui permet le déplacement de la tête globulaire. La myosine 
se lie alors à une nouvelle molécule d’actine et libère l’ADP et un phosphate inorganique. Le retour 
de la tête de myosine à sa position initiale entraîne le glissement du filament d’actine. 

ATP

ADP

ADP

 

 

2. La migration cellulaire 

 

La migration cellulaire est un processus fondamental impliqué aussi bien dans les 

mécanismes physiologiques comme la morphogenèse, la défense immunitaire, la 

cicatrisation que dans les processus pathologiques tels que l’invasion tumorale et la 

formation de métastase. Elle peut être divisée en cinq étapes. Sur une matrice en 

2D, la cellule forme, lors de la première étape une extension (lamellipode) à l’avant. 

La deuxième étape correspond à une adhésion à la matrice. Elle est suivie par une 

contraction du cytosquelette. La quatrième étape consiste en un détachement des 

adhésions à l’arrière de la cellule. Enfin, lors de la cinquième étape, les récepteurs 
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membranaires encore liés à la membrane sont recyclés à l’avant de la cellule [Sheetz 

et al., 1999] (Figure 33). Dans un environnement en 3D, la polarisation de l’actine 

est initiée par différents stimuli chimiques comme des molécules impliquées dans le 

chimiotactisme ou mécaniques comme l’adhésion à la matrice extracellulaire. Ces 

stimuli engendrent lors de la première étape la formation de protrusions à l’avant de 

la cellule. Lors de la deuxième étape, les intégrines liées aux substrats s’agrègent, 

les adhésions focales se forment et la contraction du cytosquelette crée à l’avant de 

la cellule, une force qui est transmise à la matrice extracellulaire qui se déforme. 

Vers l’arrière de la cellule, le corps cellulaire s’étend grâce au cytosquelette cortical. 

La protéolyse locale permet le clivage des fibres de la matrice extracellulaire. Ce 

clivage permet, lors de la troisième étape, de créer des espaces suffisants pour que 

le noyau puisse glisser le long de la matrice extracellulaire remodelée [Wolf et al., 

2007]. La quatrième étape correspond à une contraction du cytosquelette dans 

l’intégralité de la cellule induisant une tension longitudinale. Lors de la dernière 

étape, l’adhésion à l’avant de la cellule étant plus importante qu’à l’arrière, la partie 

arrière de la cellule est traînée vers l’avant, laissant apparaître la matrice 

extracellulaire remodelée [Friedl et Wolf, 2009].  

Que la cellule migre sur une matrice 2D ou en environnement 3D, le processus de 

migration implique une succession d’étapes d’adhésion et de dé-adhésion. 

 

1- extension à l’avant de la cellule

2- adhésion à la matrice extracellulaire

3- contraction du cytosquelette

4- détachement des adhésions focales

5- recyclage des récepteurs membranaires à l’avant de la cellule

matrice extracellulaire

cellule

Figure 33 : Représentation schématique des différentes étapes d e la migration cellulaire. La 
cellule prise en exemple est une cellule C2C12 en migration.  
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2.1. Assemblage et désassemblage des adhésions focales 

 

Parmi les composants structuraux décrits dans la section 1.3 du chapitre 2, la 

vinculine, la taline, l’α-actinine et la FAK sont nécessaires à la formation et au turn-

over des adhésions focales. Au cours des processus dynamiques biologiques, tels 

que l’adhésion et la migration, les sites d’attachement doivent s’assembler et se 

désassembler en réponse à l’environnement cellulaire.  

 

2.1.1. Assemblage des adhésions focales 

 

2.1.1.1. Le regroupement des intégrines 

Suite à l’interaction avec les éléments de la matrice extracellulaire ou après la 

stimulation de facteurs de croissance, les intégrines se regroupent à la face ventrale 

de la cellule pour former des adhésions focales. Après l’initiation de l’adhésion, les 

différentes protéines cytoplasmiques s’associent avec la partie cytoplasmique des 

intégrines.  

Le rôle du domaine cytoplasmique des intégrines dans la formation des adhésions 

focales a été plus particulièrement étudié sur les sous-unités β1 et β3 [Wayner et al., 

1991]. Une délétion de la partie cytoplasmique du domaine β1 empêche le 

recrutement des intégrines au niveau de la plaque d’adhésion [Hayashi et al., 1990 ; 

Solowska et al., 1989]. La région cytoplasmique de la chaîne β contient les 

informations nécessaires et suffisantes pour la localisation des intégrines au niveau 

des adhésions focales [La Flamme et al., 1992 ; Lukashev et al., 1994]. Des 

délétions et des mutations au niveau du domaine cytoplasmique de la sous-unité ont 

permis la mise en évidence de trois séquences d’acides aminés, cyto-1, cyto-2 et 

cyto-3, responsables de la localisation des intégrines au niveau des adhésions 

focales [Reszha et al., 1992].   

 

2.1.1.2. L’association séquentielle des protéines de l’adhésion focale 

L’association des protéines au niveau des adhésions focales est un processus 

ordonné. Un modèle hiérarchique a été proposé pour décrire la séquence de 

recrutement des protéines ainsi que les signaux de transduction au niveau des 
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adhésions focales [Miyamoto et al., 1995] (Figure 34). L’agrégation d’intégrines 

stimule le recrutement de la FAK et de la tensine au niveau des adhésions focales. À 

la suite de cette association et après phosphorylation de la tyrosine de la FAK, vingt 

autres protéines s’accumulent. Ces molécules sont des membres de la famille de la 

kinase Src, RhoA, Rac1, la cortactine et des composants de la cascade de 

phosphorylation Ras/MAPK. 

 

Figure 34 : Modèle hiérarchique de la séquence de recrutement d es protéines au niveau des 
adhésions focales, d’après Petit et Thiery (2000). La première étape de la formation de 
l’adhésion focale est caractérisée par le regroupement d’intégrines liées aux constituants de la 
matrice extracellulaire. Ce regroupement entraîne le recrutement de la protéine FAK ainsi que de la 
tensine. À la suite de la phosphorylation de FAK, les autres protéines de l’adhésion focale viennent 
s’assembler.  
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2.1.1.3. Le rôle des Rho-GTPases dans la formation des adhésions focales 

Les membres de la famille Rho sont les principaux régulateurs de la formation des 

adhésions focales ainsi que de l’organisation générale du cytosquelette [Hall, 1994]. 

Les Rho-GTPases se présentent sous forme inactive liée avec le GDP (guanosine di-

phosphate) et sous forme active, liée avec le GTP (guanosine tri-phosphate). Ce 

cycle est régulé par GEF (guanine nucleotide exchange factor). Rho est impliqué 

dans la formation des fibres de stress et des adhésions focales [Hotchin et Hall, 

1995 ; Ridley et Hall, 1992]. Au niveau des adhésions focales, Rho possède trois 

cibles principales (Figure 35). Il phosphoryle PIP5-K (phosphatidylinosotol 4-

phosphate 5-kinase) [Chong et al., 1994], les Rho-kinases (ROCKI et ROCKII) 

[Leung et al., 1995] et m-Dia1 (homologue chez les mammifères du gène 

Diaphanous 1 de la drosophile). Les Rho-kinases phosphorylent MBS (myosin-

binding subunit of myosin phosphatase) et MLC (myosin light chain) [Kimura et al., 

1996 ; Amano et al., 1996]. La phosphorylation de ces protéines entraîne 

l’association de la myosine II avec l’actine F. L’activation de m-Dia1 et de PIP5-K par 

phosphorylation par Rho catalyse la polymérisation d’actine et régule son 

dynamisme. L’utilisation de stratégies antisens oligodésoxyribonucléotides dirigés 

contre m-Dia1 montre que ce dernier est nécessaire à la migration orientée des 

cellules. Il est impliqué dans l’alignement des fibres de stress et dans la polarisation 

de la cellule ; il induit le turn-over des adhésions focales via le recrutement de Src 

ainsi que la phosphorylation de Cas (induite par Src lors de l’adhésion) [Yamana et 

al., 2006].  
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adhésion focale

Figure 35 : Représentation schématique du rôle de Rho dans l’as semblage des fibres de 
stress et des adhésions focales, d’après Petit et T hiery (2000). Rho régule la formation des 
fibres de stress ainsi que celle des adhésions focales par la phosphorylation de trois cibles : des 
Rho-kinases, m-Dia et PIP5-K.  

  

2.1.2. Désassemblage des adhésions focales 

 

Les mécanismes qui permettent le désassemblage des adhésions focales mettent en 

jeu une régulation coordonnée de processus physiques et mécaniques. Dans les 

fibroblastes en migration, une partie des intégrines ainsi que la membrane associée 

sont physiquement arrachées de la cellule et laissées sur la matrice [Chen, 1981 ; 

Palecek et al., 1996 ; Regen et Horwitz, 1992]. Les intégrines restantes se 

dispersent sur la membrane plasmique ou se regroupent à nouveau pour former une 

nouvelle adhésion focale [Palecek et al., 1996 ; Regen et Horwitz, 1992].  

Certains facteurs extracellulaires possèdent des propriétés antiadhésives. La 

thrombospondine et la ténascine (glycoprotéines extracellulaires) ainsi que SPARC 
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(protéine secrétée, acide, et riche en cystéine) stimulent le désassemblage des fibres 

de stress et des adhésions focales, stimulant ainsi la migration [Murphy-Ullrich et al., 

1991 ; Murphy-Ullrich et al., 1996].  

Les facteurs de croissance sont eux aussi impliqués dans le processus de dissociation 

des adhésions focales ; ils stimulent ainsi la migration. EGF est impliqué dans le 

désassemblage des plaques d’adhésion, la diminution des forces adhésives et 

l’augmentation de la migration [Xie et al., 1998].  

Rho stimule la formation des adhésions focales [Cf. Ch.2 2.1.1.3] ; inversement, son 

inactivation par phosphorylation du résidu sérine 188 par PKA [Lang et al., 1996] 

participe à leur désassemblage.  

 

2.2. Le dynamisme de l’actine 

 

Pour migrer, les cellules réarrangent de manière dynamique leur cytosquelette 

d’actine formant ainsi des structures protrusives et générant des forces 

intracellulaires. Ce processus nécessite la formation de nouveaux sites d’adhésion à 

l’avant ainsi que la rétraction de l’arrière de la cellule. Le déplacement implique une 

transition de la cellule d’un stade non-polarisé à un stade polarisé. Les cellules 

polarisées en migration forment des protrusions dans la direction de la translocation. 

Lors de la migration, le cytosquelette forme deux structures principales : des 

lamellipodes et des filopodes.  

 

2.2.1. Les lamellipodes 

 

La membrane à l’avant de la cellule en migration se présente sous forme d’un front 

de migration dont le dynamisme est assuré par l’assemblage des filaments d’actine. 

Cette structure particulière, le lamellipode, est une fine (épaisseur : 0,1 à 0,2 µm) 

protrusion à l’avant de la cellule, constituée d’un réseau de ramification d’actine 

[Ridley et al., 2003]. Les filaments d’actine sont arrangés en réseau orthogonal, 

leurs terminaisons barbées étant orientées vers la membrane [Small et al., 1978 ; 

Small, 1981].  
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Le complexe Arp2/3 est impliqué dans l’architecture des lamellipodes (Figure 36). 

Rac (membre de la famille de Rho GTPase) intervient aussi dans la formation de 

cette structure. En effet, une inhibition de Rac (dominant-négatif) dans les 

fibroblastes inhibe la migration [Jones et al., 1998] ainsi que la formation de 

lamellipodes [Ridley et al., 1992]. 

 

Figure 36 : Représentation schématique du rôle du complexe Arp2 /3, des facteurs  stimulant 
la nucléation, de la famille des Rho GTPases et de l a cofiline dans la nucléation et 
l’organisation des filaments d’acine F lors de la f ormation d’un lamellipode, d’après Welch et 
Mullins (2002).  

 

2.2.2. Les filopodes 

 

Les filopodes sont des structures fines (largeur : 0,1 à 0,3 µm), constituées de 

paquets de filaments serrés et parallèles d’actine F. Les filopodes sont souvent 

présents en bordure d’un lamellipode, à l’avant de la cellule [Lewis et Bridgman, 

1992 ; Svitkina et al., 2003]. En plus de leur rôle certain dans la migration cellulaire, 

les filopodes sont impliqués dans un nombre important de processus cellulaires tels 

que la cicatrisation, la réponse au chimiotactisme, le développement embryonnaire 

[Faix et Rottner, 2006 ; Gupton et Gertler, 2007]. La formation de ces structures 

ainsi que leur rétraction sont le résultat d’une balance dynamique entre la 
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polymérisation de l’actine du côté « barbé » dans la partie terminale du filament et 

d’un flux rétrograde des filaments d’actine [Mallavarapu et Mitchison, 1999]. Deux 

modèles de formation des filopodes ont été décrits. Dans le premier modèle les 

filaments d’actine du filopode dériveraient du réseau d’actine au niveau du front 

distal d’un lamellipode [Svitkina et al., 2003] (Figure 37) alors que dans le deuxième 

modèle, les filaments d’actine seraient formés à la base du filopode par une 

intervention de la formine (protéine de nucléation) [Schirenbeck et al., 2006].  

De manière générale, ils ont été décrits comme les « antennes » des cellules servant 

à tester leur microenvironnement. Dans le processus de migration, les filopodes sont 

liés au sens directionnel du déplacement cellulaire. Les molécules d’intégrines sont 

nombreuses à leur extrémité. Leur rôle est de tester la matrice dans la phase 

précoce d’adhésion et de migration [Galbraith et al, 2007]. Lors de l’adhésion, et par 

extension lors de la migration, les intégrines, au niveau des filopodes, forment les 

sites initiaux de fixation. Ce processus est suivi par le recrutement des autres 

protéines constituant les adhésions focales [Partridge et Marcantonio, 2006].  

 

Figure 37 : Représentation schématique de la naissa nce d’un filopode à l’extrémité
d’un lamellipode, d’après Svitkina (2003). Arp2/3 forme le réseau de filaments d’actine 
du lamellipode. L’élongation de certaines extrémités barbées est inhibée par des 
protéines de coiffe ; d’autres extrémités peuvent continuer de grandir. Certains filaments 
entrent en contact. Au point de contact, les filaments d’actine changent de direction et 
créent un réseau parallèle. L’élongation se poursuit, permettant la formation d’un filopode 
à l’extrémité d’un lamellipode.  
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3. Implication des calpaïnes ubiquitaires dans la migration cellulaire 

 

L’inhibition pharmacologique des calpaïnes induit une diminution de la migration 

cellulaire [Dedieu et al., 2004 ; Huttenlocher et al., 1997 ; Palecek et al., 1998]. 

Cette inhibition entraîne une stabilisation des adhésions focales réduisant ainsi la 

vitesse de détachement à l’arrière de la cellule ainsi que la vitesse de migration. Ces 

résultats soulignent l’implication des calpaïnes dans le processus de migration 

cellulaire (Figure 38). 

 

désassemblage des adhésions focales 

turnover des adhésions focales 

activation des intégrines 

protrusions membranaires

assemblage des adhésions focales

regroupement précoce des intégrines

FAK 

paxilline

taline

cortactine

intégrine

MARCKSRhoAαPIX

détachement de l’arrière de la cellule

étalement cellulaire

m-calpaïne

µ et m-calpaïneCss1

Figure 38 : Implication des calpaïnes ubiquitaires dans les d ifférentes 
étapes du processus de migration, d’après Franco et  Huttenlocher (2005).
La m-calpaïne peut cliver des protéines constituant les adhésions focales telles 
que la FAK, la paxilline ou encore la taline. Ces clivages stimulent l’activation 
des intégrines, le turnover des adhésions focales et le détachement de l’arrière 
de la cellule. La protéolyse de la cortactine (protéine régulatrice de l’actine) 
induit une inhibition des protrusions membranaires. Le clivage au niveau des 
intégrines entraîne une stimulation de leur assemblage au niveau des futures 
adhésions focales. La protéolyse de la GTPase RhoA régule de manière 
négative l’étalement cellulaire. Inversement, l’interaction entre la petite sous-
unité des calpaïnes, Css1, avec αPIX stimule l’étalement de la cellule. La 
protéolyse de MARKS stimule aussi la migration cellulaire.
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détachement de l’arrière de la cellule

étalement cellulaire

m-calpaïne

µ et m-calpaïneCss1

Figure 38 : Implication des calpaïnes ubiquitaires dans les d ifférentes 
étapes du processus de migration, d’après Franco et  Huttenlocher (2005).
La m-calpaïne peut cliver des protéines constituant les adhésions focales telles 
que la FAK, la paxilline ou encore la taline. Ces clivages stimulent l’activation 
des intégrines, le turnover des adhésions focales et le détachement de l’arrière 
de la cellule. La protéolyse de la cortactine (protéine régulatrice de l’actine) 
induit une inhibition des protrusions membranaires. Le clivage au niveau des 
intégrines entraîne une stimulation de leur assemblage au niveau des futures 
adhésions focales. La protéolyse de la GTPase RhoA régule de manière 
négative l’étalement cellulaire. Inversement, l’interaction entre la petite sous-
unité des calpaïnes, Css1, avec αPIX stimule l’étalement de la cellule. La 
protéolyse de MARKS stimule aussi la migration cellulaire.  
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3.1. Implication des calpaïnes dans la formation des adhésions 

focales 

 

La protéolyse de la taline 1 par les calpaïnes permet l’adhésion de cette dernière à la 

sous-unité β des intégrines induisant ainsi l’activation des intégrines [Calderwood, 

2004a ; Yan et al., 2001]. La protéolyse de MARCKS par les calpaïnes est aussi 

impliquée dans la formation des adhésions focales. En effet, l’inhibition des calpaïnes 

dans des myoblastes, induit un défaut de formation d’adhésions focales ainsi qu’une 

accumulation de MARCKS [Dedieu et al., 2003]. Cependant, l’implication des 

calpaïnes dans l’adhésion est fonction du type cellulaire.    

 

3.2. Implication des calpaïnes dans l’étalement cellulaire 

 

L’étalement de la cellule sur la matrice extracellulaire met en jeu une réorganisation 

dynamique du cytosquelette d’actine en réponse à la liaison des intégrines. 

L’implication des calpaïnes dans ce processus est dépendante du type cellulaire. En 

effet, l’inhibition de la µ-calpaïne dans les plaquettes induit une diminution de la 

protéolyse des protéines au niveau des adhésions focales et empêche l’étalement 

cellulaire [Croce et al., 1999]. Dans les myoblastes de souris, la transfection 

d’oligonucléotides antisens dirigés contre la µ-calpaïne et la m-calpaïne inhibent 

l’étalement cellulaire [Mazères et al., 2006]. De même, dans les fibroblastes, 

l’inhibition de la m-calpaïne induit une diminution de l’étalement cellulaire ainsi 

qu’une inhibition du réarrangement cytosquelettique [Potter et al., 1998] alors 

qu’elle induit, dans les neutrophiles, une augmentation de l’étalement cellulaire. 

Dans les cellules endothéliales bovines (BAE), la surexpression de la µ-calpaïne 

induit une augmentation de l’étalement cellulaire et son inhibition entraîne une perte 

pour les cellules de la capacité à s’étaler [Kulkarni et al., 1999]. Cependant, dans le 

même type cellulaire, la µ-calpaïne peut protéolyser RhoA générant ainsi un 

dominant négatif qui inhibe l’étalement cellulaire [Kulkarni et al., 2002]. La petite 

sous-unité régulatrice Css1, quant à elle, est aussi impliquée dans l’étalement 
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cellulaire de par son interaction avec αPIX (facteur d’échange de nucléotide 

guanine), régulateur de Rac) [Rosenberger et al., 2005].  

 

3.3. Implication des calpaïnes dans la formation des protrusions 

membranaires 

 

Les calpaïnes sont impliquées dans les mécanismes conduisant à la formation de 

protrusions membranaires. L’inhibition de leur activité entraîne la formation de 

lamellipodes et de filopodes anormaux [Potter et al., 1998]. Les fibroblastes 

embryonnaires de souris css1 -/- présentent une morphologie altérée avec de fines 

projections membranaires [Dourdin et al., 2001]. La m-calpaïne semble être 

l’isoforme impliquée dans la mise en place des protrusions puisque son inhibition 

permet de retrouver la morphologie des fibroblastes de souris css1 -/-. A l’inverse, 

dans les fibroblastes présentant une cortactine calpaïne-résistante, les nombreuses 

protrusions membranaires transitoires formées, altèrent la capacité migratoire des 

cellules [Perrin et al., 2006]. En effet, après clivage par la m-calpaïne, la cortactine, 

protéine régulatrice de l’actine, limite la formation de protrusions membranaires.   

 

3.4. Implication des calpaïnes dans la dissociation des adhésions 

focales 

 

Les calpaïnes peuvent cliver de nombreuses protéines constituant les adhésions 

focales et leur inhibition entraîne la formation de larges complexes focaux ainsi 

qu’un défaut de dé-adhésion de la cellule. Elles sont impliquées dans le processus de 

désassemblage des adhésions focales. En effet l’inhibition des calpaïnes entraîne un 

arrêt du turnover cytosquelettique conduisant à une inhibition du processus de dé-

adhésion [Bhatt et al., 2002]. L’inhibition de la m-calpaïne (par ARN interférant) 

diminue la vitesse de dissociation des adhésions focales et entraîne la formation de 

larges complexes focaux de même que l’expression d’un mutant taline résistant à la 

protéolyse par les calpaïnes [Franco et al., 2004]. Ainsi, la protéolyse de la taline par 

la m-calpaïne régule-t-elle le turnover de l’adhésion.  
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La migration est une des étapes clefs de la dissémination métastatique. L’implication 

dans les différentes étapes de la migration des calpaïnes ubiquitaires, font de ces 

dernières et de leurs substrats un sujet d’étude de choix dans le but de déterminer 

des cibles thérapeutiques visant à enrayer la progression tumorale. 

 

 

Ainsi, le processus de migration cellulaire est-il complexe. Il fait intervenir 

la matrice extracellulaire, des récepteurs à cette matrice, de type intégrine 

ou non-intégrine, des complexes d’adhésion, liés à ces récepteurs et fixé à 

ces complexes, le cytosquelette d’actine. Tous ces éléments interagissent 

afin de permettre la motilité cellulaire. Parmi les protéines qui régulent ce 

processus, la µ-calpaïne et la m-calpaïne interviennent au niveau aussi 

bien de la formation des adhésions, permettant l’ancrage de la cellule à la 

matrice extracellulaire, que dans l’étalement cellulaire, la formation de 

protrusions membranaires ou encore dans la dissociation des adhésions, 

permettant la libération de l’arrière de la cellule. Ces différentes étapes 

sont dérégulées dans les cellules tumorales ; cette dérégulation pouvant 

mener à la dissémination métastatique.  
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CHAPITRE 3 : L’INVASION TUMORALE ET LA DISSEMINATION METASTATIQUE 

 

Il n’y a que deux façons de vaincre le 

cancer : aimer et continuer à sourire 

quoi qu’il advienne. Alice Parizeau. 

 

Dans l’organisme sain, les cellules constituant les différents tissus naissent et 

meurent de façon à maintenir la forme, l’architecture et les fonctions propres à 

chaque organe ou système ; la prolifération des cellules est régulée par leurs 

voisines, pour maintenir l’harmonie de l’ensemble. Les cellules cancéreuses brisent 

cette harmonie en plusieurs étapes. Au stade hyperplasique, ces cellules ont une 

apparence normale mais présentent un défaut de régulation de la prolifération. Elles 

se multiplient de manière excessive par rapport à celle de tissus normaux. Suit le 

stade dysplasique caractérisé par des cellules présentant des anomalies de forme et 

d’orientation. Ces deux stades sont qualifiés de stades précancéreux puisqu’ils 

précédent la formation d’une tumeur. Cette tumeur peut se développer uniquement 

localement sans franchir les limites (membrane basale) séparant le tissu auquel elles 

appartiennent des autres. Ce dernier état caractérise un cancer in situ. La tumeur 

peut s’étendre aux tissus voisins et ainsi créer un cancer invasif. Certaines cellules 

peuvent migrer par voie sanguine et lymphatique pour former des tumeurs 

secondaires à distance. Le cancer est alors qualifié de cancer métastatique.  

L’invasion, définie par la capacité des cellules tumorales à infiltrer les tissus 

avoisinants ainsi que le processus de métastase, défini par la capacité des cellules 

cancéreuses à migrer, à s’implanter dans un site distant puis à proliférer, sont 

caractéristiques des tumeurs malignes. La dissémination métastatique comporte 

donc plusieurs étapes : une perte d’adhésion des cellules au niveau de la tumeur 

primaire, une invasion pour traverser la lame basale et rejoindre la circulation 

sanguine ou lymphatique, un transport dans l’organisme, une seconde étape 

d’invasion afin d’atteindre le tissu où aura lieu la formation de la tumeur secondaire 

(Figure 39).  
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Figure 39 : Représentation schématique des différentes étapes d e la dissémination 
métastatique. Après perte de l’adhérence, les cellules métastatiques traversent la membrane 
basale, migrent à travers le tissu conjonctif, atteignent les vaisseaux sanguins ou lymphatiques pour 
être véhiculées vers le lieu de formation de la tumeur secondaire.  

 

 

1. Les structures impliquées dans l’invasion et la dissémination 

métastatique 

 

L’invasion et la dissémination métastatique mettent en jeu des structures cellulaires 

particulières : les podosomes et les invadopodes (Figure 40). 
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Figure 40 : Représentation schématique des différentes structur es d’adhésion entre la 
cellule et la matrice extracellulaire (MEC), d’aprè s Gimona et al. (2005). Au niveau des 
adhésions focales, les filaments d’actine s’ancrent au niveau des amas d’intégrines permettant le 
contact avec la matrice extracellulaire. Les podosomes et les invadopodes sont caractérisés par une 
importante activité de polymérisation de l’actine et par la présence d’un corps de réseau d’actine, 
entouré par un anneau de structures adhésives. Au niveau des podosomes, le contact avec la 
matrice extracellulaire et accompagné de sa dégradation ponctuelle. Au niveau des invadopodes, la 
dégradation de la matrice extracellulaire permet l’invasion cellulaire.   

 

1.1. Les podosomes 

 

Les podosomes sont des protrusions membranaires dynamiques [Gavazzi et al., 

1989], localisées à l’interface entre la cellule et la matrice extracellulaire. Ils sont 

constitués d’un corps d’actine F entouré d’un anneau riche en vinculine et taline ; 

leur diamètre est d’environ 0,5 µm. Le corps du podosome a un diamètre d’environ 

0,3 µm et une hauteur de 0,5 µm [Gavazzi et al., 1989 ; Destaing et al., 2003].  

Un nombre important de molécules a été mis en évidence au niveau des podosomes. 

Ces protéines sont des protéines du cytosquelette et des protéines régulatrices, des 

kinases, des intégrines et des Rho-GTPases. La plupart de ces molécules sont 

localisées soit au niveau du corps soit au niveau de l’anneau du podosome (Tableau 
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2). Cependant, les intégrines présentent une localisation spécifique selon les 

isoformes. La chaîne β1 est localisée au niveau du corps [Marchisio et al., 1988] 

alors que les chaînes β2 et β3 sont localisées préférentiellement au niveau de 

l’anneau [Marchisio et al., 1988 ; Zambonin-Zallone et al., 1989 ; Duong et Rodan, 

2000]. 

Tableau 2 : Molécules présentes au niveau des podosomes et leur  localisation, d’après 
Linder et Aepfelbacher (2003).  

 Localisation 

F-actine corps 

protéines régulatrices de l’actine  

CDC42 

WASp/N-WASP 

Arp2/3 

 

corps 

corps 

corps 

protéines associée à l’actine 

α-actinine 

cortactine 

gelsoline 

 

corps + anneau 

corps  

corps + anneau 

intégrines  

β1, β2, β3, αMβ2, αVβ3 

 

corps + anneau 

protéines associées aux intégrines 

paxilline 

taline 

vinculine 

 

anneau 

anneau 

anneau 

kinases 

Src 

PI3K 

Pyk2 (tyrosine kinase) 

Phosphotyrosines 

 

autour du podosome 

anneau 

anneau 

corps + anneau 

protéines associées aux filaments 

intermédiaires 

fimbrine 

vimentine  

 

 

corps 

corps 

métalloprotéases 

MT1-MMP, MMP9 

 

corps 

protéines motrices 

dynamine 2 

myosine 

 

corps 

corps + anneau 
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La plupart des composants de l’anneau des podosomes sont aussi présents au 

niveau des adhésions focales. Cet anneau protéique forme un complexe permettant 

la liaison entre les intégrines, l’actine et les molécules associées à l’actine au niveau 

du corps (Figure 41).  

Les podosomes sont des structures présentes au niveau des cellules devant 

traverser les membranes basales. Ils sont notamment présents dans les 

macrophages [Linder et al., 1999], les ostéoclastes [Destaing et al., 2003] et les 

cellules dendritiques [Burns et al., 2001]. Ce sont des sites de dégradation de la 

matrice extracellulaire [Chen et al., 1984 ; Mizutani et al., 2002]. La dégradation de 

la matrice extracellulaire est due à la présence de métalloprotéases telles que MT1-

MMP [Sato et al., 1997] et MMP-9 [Delaissé et al., 2000], localisées au niveau de ces 

structures.  

Les podosomes seraient impliquées dans l’adhésion et la migration de par leur 

recrutement à l’avant de la cellule aux abords des protrusions membranaires. Ils 

permettraient de créer de nouveaux sites de contact, et d’ancrer ainsi l’avant de la 

cellule lors de sa translocation [Burns et al., 2001]. Ils ont une demi-vie de 2 à 12 

minutes [Chen et al., 1984 ; Destaing et al., 2003] et sont le plus souvent regroupés 

en amas. Leur mouvement semble résulter d’un assemblage à l’avant de la cellule et 

un désassemblage à l’arrière [Destaing et al., 2003].  

Les podosomes permettent la dégradation de la matrice extracellulaire et donc son 

remaniement (Figure 42).  
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Figure 41 : Modèle de la structure d’un podosome, d’après Linde r et Aepfelbacher (2003). 
Dans ce modèle, les intégrines assurent la liaison avec la matrice extracellulaire. La paxilline sert 
d’ancrage au complexe Src-FAK-gelsoline-PI3K-p130cas. Ce complexe est lié par la vinculine, la 
taline et l’α-actinine au corps de F-actine du podosome. Les filaments d’actine sont nucléés au 
niveau de la membrane via l’activation de WASp/N-WASp par CDC42 ainsi que par l’intermédiaire 
du complexe Arp2/3. Les filaments sont liés les uns aux autres par la cortactine et la fimbrine.  
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MT1-MMP

MMP2 et MMP9
inactive
active

séprase

intégrine

Golgi

podosome invadopode

Dégradation de la matrice 
extracellulaire

Figure 42 : Représentation schématique de la dégradation de la matrice extracellulaire au 
niveau d’un podosome et d’un invadopode, d’après Li nder (2007). Les métalloprotéases (MT1-
MMP et MMP2) ainsi que les séprases seraient transportées de l’appareil de golgi vers le point de 
contact entre la cellule et la matrice extracellulaire (podosome ou invadopode), dans des vésicules, 
le long des microtubules. Après insertion dans la membrane (MT1-MMP) ou sécrétion (MMP2 et 
séprase), les protéases dégradent la matrice extracellulaire.  

 

1.2. Les invadopodes 

 

1.2.1. Structure des invadopodes 

 

Les invadopodes sont des protrusions membranaires riches en actine, Src, Arp2/3, 

N-WASP et en cortactine [Buccione et al., 2004 ; Chen et al., 1989 ; Clark et al., 

2007 ; Lorenz et al., 2004 ]. Ils sont caractéristiques des cellules tumorales et 

transformées. Ils sont responsables de la protéolyse de la fibronectine, de la 

laminine, du collagène, constituants de la matrice extracellulaire [Chen, 1989 ; Kelly 

et al., 1998]. Ces structures ont un diamètre de 0,1 à 0,8 µm et peuvent avoir une 

hauteur minimale de 2 µm [Mueller et Chen, 1991]. Les invadopodes actifs, 

dégradant la matrice extracellulaire, peuvent être mis en évidence par la 

colocalisation de phosphotyrosines et de la cortactine [Bowden et al., 2006]. Les 
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invadopodes présentent quatre étapes distinctes de maturation : lors de la première 

étape, la cortactine s’accumule, seule, ponctuellement, au niveau de la membrane 

ventrale de la cellule ; la deuxième étape est caractérisée par le recrutement de la 

métalloprotéase MT1-MMP au niveau de ces sites. Lors de la troisième étape, des 

foyers de dégradation de la matrice apparaissent. La quatrième étape correspond à 

une dissociation de la cortactine ; seule MT1-MMP reste localisée au niveau des 

foyers de dégradation de la matrice [Artym et al., 2006]. La demi-vie des 

invadopodes est plus longue que celle des podosomes puisqu’elle est d’environ 

1 heure. 

 

1.2.2. Régulation des invadopodes 

 

1.2.2.1. Implication des intégrines dans la régulation des invadopodes 

Les intégrines, se liant à la matrice extracellulaire, sont le point d’initiation de 

cascades de transduction du signal qui modulent l’organisation du cytosquelette. La 

FAK et les tyrosine-kinases de la famille des Src sont des médiateurs importants de 

cette signalisation au niveau des adhésions focales ainsi qu’au niveau des 

invadopodes. Les intégrines interviennent de plusieurs façons dans la régulation des 

invadopodes. Ainsi, l’intégrine α5β1, localisée principalement en périphérie des 

invadopodes, stabilise la protrusion [Mueller et al., 1999]. La stimulation de la sous-

unité β1 ou β6 augmente l’activité des invadopodes ainsi que le pouvoir invasif des 

cellules comme l’ont montré Nakahara et al. sur le mélanome [Nakahara et al., 

1996]. De plus, l’activation de l’intégrine α5β1 entraîne une augmentation de la 

phosphorylation de p190RhoGAP et participe à son recrutement au niveau des 

invadopodes [Nakahara et al., 1998]. Ainsi, la liaison de la chaîne β1 de la molécule 

d’intégrine avec la matrice extracellulaire serait-elle un stimulus important dans 

l’initiation de la formation de ces structures. De plus, l’inhibition de la chaîne β1 

supprime l’adhésion, la migration et l’invasion de cellules de gliome [Rooprai et al., 

1999].   
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1.2.2.2. Implication des protéines kinases dans la régulation des invadopodes 

Les cellules traitées avec des inhibiteurs de tyrosine kinase présentent un déficit 

dans la formation d’invadopodes, engendrant une inhibition de la dégradation de la 

matrice extracellulaire. De même, la transfection de kinases Src actives ou inactives 

induit respectivement une augmentation ou une diminution de la dégradation 

matricielle [Bowden et al., 2006 ; Hauck et al., 2002]. L’activité constitutive de Src 

stimule la formation d’invadopodes, dans les fibroblastes (qui de manière naturelle, 

ne présentent pas d’invadopode), ainsi que dans les cellules de cancer du sein 

[Artym et al., 2006 ; Chen, 1989 ; Chen et al., 1984 ; Chen et al., 1985]. Cette 

stimulation entraîne dans les cellules de cancer du sein une augmentation du 

nombre d’invadopodes de 4 à 7 fois par rapport aux témoins ainsi qu’une 

augmentation de la dégradation de la matrice extracellulaire [Artym et al., 2006].  

PKD (protéines kinases D) est une famille de sérine/thréonine kinases ubiquitaires, 

impliquées dans de nombreuses fonctions telles que l’exocytose, la régulation de la 

morphologie, l’adhésion et la motilité cellulaire [Rykx et al., 2003 ; Wang 2006]. PKD 

est impliquée dans l’activité des invadopodes. Elle se lie au niveau des sites de 

dégradation de la matrice extracellulaire, avec la paxilline et la cortactine [Bowden et 

al., 1999] ; son rôle dans le fonctionnement des invadopodes reste à éclaircir. Les 

sérine/thréonine kinases ERK1/2 participent, elle-aussi, à la biogenèse des 

invadopodes. Les protéines ERK sont activées par divers stimulus dont les facteurs 

de croissance via des récepteurs tyrosine kinases [Kolch, 2005]. Le rôle de la 

protéine ERK dans la formation de ces structures reste à clarifier. Cependant, elle 

serait activée par la petite GTPase ARF6. Cette activation entraînerait la 

phosphorylation de la cortactine.  

 

1.2.2.3. Implication des petites GTPases dans la régulation des invadopodes 

Les GTPases Rho, Rac, Cdc42 sont impliquées dans la polarité, la migration et 

l’invasion cellulaire ainsi que dans la formation de métastases [Hall, 2005]. Ces 

protéines passent cycliquement de la forme inactive (liée à une molécule de GDP) à 

une forme active (liée à une molécule de GTP), cette conversion étant régulée par 

des protéines telles que les GEFs et les GAPs (GTPase-activating proteins). Plus 

particulièrement, Cdc42 et Rac régulent la formation des invadopodes. L’inhibition de 
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Cdc42 (par ARN interférant ou transfection de mutants inactifs) entraîne une 

inhibition de la formation d’invadopodes [Yamaguchi et al., 2005]. De plus, 

l’inhibition de Cdc42 et Rac entraîne un défaut de dégradation de la matrice 

extracellulaire [Nakahara et al., 2003]. Au contraire, l’inhibition de Rho n’altère pas 

la dégradation. Rho serait impliqué de manière indirecte dans la formation des 

invadopodes : la phosphorylation de p190RhoGAP stimulerait la formation de 

protrusions membranaires nécessaire à la formation des invadopodes [Nakahara et 

al., 1996], [Cf. Ch.3 1.2.2.1].  

 

1.2.2.4. Implication de la cortactine dans la régulation des invadopodes 

Les cancers du sein, de la tête et de la nuque sont caractérisés par une 

surexpression de la cortactine. Cette surexpression est corrélée avec la capacité 

invasive de la tumeur et est associée à un mauvais pronostic [Daly, 2004]. Le 

domaine SH3 de la cortactine peut se lier avec plusieurs protéines dont N-WASP, ce 

qui permettrait le recrutement de la cortactine au niveau des invadopodes. 

Ensemble, la cortactine et N-WASP activent le complexe Arp2/3, créant ainsi des 

sites de nucléation pour la synthèse de nouveaux filaments d’actine F. La cortactine 

lie simultanément l’actine F et le complexe Arp2/3 et stabilise ainsi le réseau 

d’actine F. Ce processus stabilise donc les structures d’actine existantes et permet 

l’assemblage de nouveaux réseaux [Weaver et al., 2001]. Ce rôle de la cortactine 

augmente la stabilité des lamellipodes et stimule la migration dirigée [Bryce et al., 

2005]. Ce rôle de stabilisation des protrusions membranaires pourrait être similaire 

lors de la formation d’invadopodes.  
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2. Les acteurs protéiques de l’invasion et de la dissémination 

métastatique 

 

2.1. Les métalloprotéases 

 

Plusieurs MMP et sérines protéases sont associées aux invadopodes et sont 

impliquées dans la dégradation de la matrice par les cellules tumorales.  

Les MMP constituent une large famille de protéases impliquées dans la dégradation 

protéique de nombreuses molécules de la matrice extracellulaire mais aussi de 

protéines non matricielles. La famille des MMP est composée de plus de 20 

endopeptidases, dénommées par un nom descriptif ou par un numéro. Les spectres 

protéolytiques des différentes MMP sont larges et se recouvrent, permettant ainsi la 

dégradation de l’ensemble des composants de la matrice extracellulaire. Toutes les 

MMP sont constituées d’au moins trois domaines : un pré-domaine, impliqué dans 

leur acheminement intracellulaire jusqu’à la surface cellulaire, un pro-domaine et un 

domaine catalytique. Le pré-domaine est rapidement éliminé après la sécrétion et 

est absent de la forme enzymatique active. Le pro-domaine (environ 80 acides 

aminés), constitué d’une séquence peptidique comprenant un résidu cystéine qui 

interagit avec le site catalytique, maintient l’activité enzymatique latente [Becker et 

al., 1995 ; Van Wart et Birkedal-Hansen, 1990]. Le domaine catalytique (environ 170 

acides aminés) contient un atome de zinc maintenu par trois résidus histidine au 

fond d’une structure peptidique tridimensionnelle en forme de poche. Le résidu 

cystéine du pro-domaine agit comme le quatrième ligand de l’ion métallique. Le 

clivage protéolytique du pro-domaine, libérant l’atome de zinc, entraîne l’activation 

du site catalytique qui peut alors se lier à son substrat. Ce clivage se fait soit dans le 

milieu extracellulaire, soit à la surface cellulaire, soit dans le cytoplasme. La plupart 

des MMP possède un quatrième domaine en position carboxy-terminale. Cette 

chaîne est un homologue de l’hémopexine (environ 210 acides aminés) et intervient 

dans la reconnaissance du substrat des MMP. Elle est rattachée au domaine 

catalytique par une région riche en proline. Ce domaine est nécessaire pour que les 

collagénases puissent cliver le collagène interstitiel [Bode, 1995] ; pour les autres 
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substrats, le domaine catalytique seul conserve l’activité protéolytique [Clark et 

Cawston, 1989].  

Les MMP peuvent être classées en six groupes : les matrilysines (MMP7 et MMP26), 

les collagénases interstitielles (MMP1, MMP8, MMP13 et MMP18), les stromélysines 

(MMP3, MMP10, MMP11 et MMP27), les gélatinases (MMP2 et MMP9), les 

métalloprotéases de type membranaire (MMP14, MMP15, MMP16, MMP17, MMP24 et 

MMP25 ou de MT1-MMP à MT6-MMP) et un dernier groupe composé de sept 

membres [Nagase et Woessner, 1999]. Les MMP2 et MMP9 possèdent trois 

séquences peptidiques répétitives analogues aux motifs de la fibronectine de type II, 

insérée au niveau du domaine catalytique. Cette répétition permet une interaction 

avec le collagène ou la gélatine [Allan et al., 1995 ; Steffensen et al., 2002].  

L’activité des MMP dans l’espace extracellulaire dépend de la balance entre leur 

activation et leur inhibition. Quatre inhibiteurs endogènes (21-30 kDa) ont été 

identifiés : TIMP-1 (tissue inhibitors of matrix metalloproteinases) à TIMP-4 [Gomez 

et al., 1997]. Les TIMP forment un complexe (ration 1/1) avec les MMP actives. 

Dans ces complexes, le domaine N-terminal des TIMP (autour du pont disulfure 

entre Cys1 et Cys70) se lie au domaine catalytique des MMP et bloque ainsi l’accès à 

la structure en poche contenant l’atome de zinc [Bode et al., 1999].  

Les MMP jouent un rôle dans la progression cancéreuse. Les MMP3 et MMP7 sont 

impliquées dans la perte d’adhésion par la digestion de la cadhérine E. Cette lyse 

entraîne une perte d’adhérence intercellulaire [Crawford et al., 1999 ; Lochter et al., 

1997]. Ces protéases sont aussi impliquées dans l’invasion locale. Les gélatinases 

(MMP2 et MMP9), ont une activité protéolytique dirigée contre les protéines de la 

membrane basale [Cf. Ch.2 1.1.2] ; la MMP1 et la MT1-MMP digèrent le collagène 

interstitiel. Les MMP sont aussi impliquées dans les autres processus de la 

progression tumorale tels que la prolifération des cellules tumorales ou 

l’angiogenèse.  
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2.2. Les sérine-protéases 

 

La séprase ainsi que son homologue DPP4 sont deux sérine-peptidases impliquées 

dans la dégradation de la matrice extracellulaire. DPP4 est exprimée ubiquitairement 

dans les cellules épithéliales et endothéliales [Chen et Kelly, 2003].  

La séprase (surface expressed protase ; 170 kDa) est exprimée spécifiquement à la 

surface des invadopodes des cellules de mélanomes et du cancer du poumon 

[Aoyama et Chen, 1990 ; Chen et al., 1994 ; Monsky et al., 1994]. Son expression 

est corrélée avec le pouvoir invasif des cellules cancéreuses [Pineiro-Sanchez et al., 

1997]. La forme active de la séprase est un homodimère de deux sous-unités de 

97 kDa, glycosylées en N-terminal. Le monomère de séprase possède 5 sites 

potentiels de glycosylation, 13 résidus cystéine, 3 segments correspondant au 

domaine catalytique des sérine-protéases, un segment transmembranaire 

hydrophobe et une petite queue cytoplasmique [Chen et Kelly, 2003]. 

DPP4 (110 kDa) est active sous forme d’homodimère [Pineiro-Sanchez et al., 1997]. 

Elle présente 6 acides-aminés cytoplasmiques très conservés, une région 

transmembranaire hydrophobe de 22 acides-aminés et un domaine extracellulaire de 

738 résidus aminés. Ce dernier domaine peut être divisé en trois régions : une 

région amino-terminale glycosylée comprenant sept sites de glycosylation, une 

région riche en cystéine et une région carboxy-terminale composée de 260 acides 

aminés et contenant la triade catalytique (Ser624, Asp709, His741, chez l’homme) 

[Ogata et al., 1989]. DPP4 serait impliquée dans la dégradation du collagène 

[Bermpohl et al., 1998].  

La séprase et DPP4 lient les sous-unités β1 des intégrines, de manière collagène-

dépendante [Mueller et al., 1999]. Cette association stimule la dégradation du 

collagène, de la matrice extracellulaire, à l’avant des invadopodes [Artym et al., 

2002]. L’inhibition de la sous-unité β1 des intégrines empêche le recrutement de la 

séprase au niveau des invadopodes ainsi qu’une perte de l’activité protéasique 

permettant la dégradation de la matrice extracellulaire.  
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2.3. La protéine FAK 

 

La FAK est un des composants des adhésions focales [Cf. Ch.2 1.3.2.2] dont le rôle 

évolue, lors de l’invasion tumorale. Dans de nombreux cancers humains (poumon, 

colon, prostate, ovaire, sein), son expression ou sa phosphorylation sont 

augmentées, ce qui entraîne une augmentation de son activité enzymatique [Hsia et 

al., 2003 ; Kahana et al., 2002 ; Owens et al., 1995]. Ces modifications sont 

corrélées avec une augmentation du pouvoir invasif cellulaire, faisant de la protéine 

FAK un marqueur du potentiel invasif et métastatique [Cance et al., 2000 ; 

Kornberg, 1998]. Comme décrit précédemment, FAK joue un rôle important dans la 

dynamique du cytosquelette lors de la migration. Elle est responsable de la 

dissociation des contacts focaux et donc stimule leur turnover ; sa surexpression 

dans les cancers a pour conséquence d’augmenter la vitesse de migration cellulaire. 

De même, elle stimule l’activité de Ras ; l’augmentation de son activité enzymatique 

caractéristique de nombreux cancers entraîne aussi une stimulation du processus de 

migration [Burridge et Wennerberg, 2004 ; Tilghman et Parsons, 2008]. De plus, 

FAK intervient aussi dans le processus d’invasion puisqu’elle stimule l’expression et la 

sécrétion de MMP9 ainsi que l’activation de MMP2 [Hsia et al., 2003], ce qui a pour 

conséquence d’augmenter la dégradation de la matrice extracellulaire. Au niveau des 

invadopodes, FAK se lie avec Src et p130-Cas. Ce complexe interagit avec la protéine 

Dock 180 (guanine-nucletide exchange factor), permettant ainsi la stimulation de la 

petite protéine G, Rac. Rac active à son tour la protéine JNK (c-Jun N-terminal 

kinase) qui permettrait la stimulation par Jun de l’expression de MMP2 et MMP9 

(Figure 43).  

Comme FAK intervient dans la stimulation de la migration ainsi que dans l’invasion 

des cellules tumorales, sa surexpression dans une population cellulaire est associée 

à un phénotype tumoral agressif (Figure 44).  
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Figure 43 : Représentation schématique de l’implication de la p rotéine FAK dans la 
promotion du phénotype invasif, d’après Schlaepfer et al. (2004). Le complexe FAK-Src-
p130Cas stimule l’activation de Rac par Dock180. Une fois activée, Rac active la protéine JNK 
permettant ainsi l’expression, régulée par le facteur de transcription Jun, des métalloprotéases 
MMP2 et MMP9. Cette stimulation de l’expression de MMP2 et MMP9 entraîne la dégradation de la 
matrice extracellulaire.  
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Figure 44 : Représentation schématique du rôle de FAK dans la progression de l a tumeur 
maligne, Schlaepfer et al. (2004). Le passage d’une tumeur du stade pré-invasif au stade invasif 
est souvent accompagné d’une élévation de l’expression de FAK. Cette élévation de l’expression 
entraîne une élévation de la sécrétion de métalloprotéases (MMP-2 et MMP-9). La surexpression 
entraîne aussi l’activation de JNK, ERK2, Rac. FAK stimule la migration et l’invasion ; sa 
surexpression est donc associée à un phénotype tumoral agressif.   

 

2.4. Les calpaïnes 

 

De nombreuses cellules de cancers métastatiques présentent une surexpression des 

calpaïnes, comparées aux cellules de cancers non-métastatiques [Carragher et al., 

2003]. 

 

2.4.1. FAK et la m-calpaïne 

 

Les interactions entre les cellules tumorales et la matrice extracellulaire influencent 

le développement des tumeurs. La fibronectine [Cf. Ch.2 1.1.1.3] régule de 

nombreux processus cellulaires tels que la migration et l’invasion [Sawai et al., 

2005 ; Shibata et al., 1998]. La fibronectine, se liant à la molécule d’intégrine, active 

la protéine FAK par l’induction de la phosphorylation des résidus tyrosine 397, 861 et 
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925. De plus, l’inhibition de FAK (par ARN interférant), entraîne une diminution 

importante de la migration et de l’invasion induites par la fibronectine. L’activation 

de FAK joue donc un rôle important dans la signalisation induite par la fibronectine. 

Cette voie de signalisation fait aussi intervenir les protéines Src, ERK1/2, PI3K, Akt 

et JNK. L’inhibition de ERK1/2 entraîne une diminution de l’expression de la 

métalloprotéase MMP-9 ainsi que de la m-calpaïne. La protéine FAK stimule donc la 

migration et l’invasion des cellules tumorales via la régulation de l’expression de 

MMP-9 et de la m-calpaïne par ERK1/2. En plus de cette régulation, FAK stimule 

aussi ces processus de migration et d’invasion via la régulation de MMP-9 et RhoA 

par PI3K [Meng et al., 2009]. La m-calpaïne intervient donc dans la voie de 

signalisation de FAK induite par la fibronectine, entraînant la migration et l’invasion 

des cellules tumorales (Figure 45).  

 

Figure 45 : Implication de la m-calpaïne dans la voie de signali sation induite par la liaison 
des intégrines avec la fibronectine, d’après Meng et al. (2009). La fibronectine stimule la 
migration et l’invasion cellulaire par l’activation de FAK. FAK stimule l’expression de la m-calpaïne, 
de MMP-9 et de RhoA via les voies ERK1/2 et PI3K/Akt. 

fibronectine

FAK Src
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2.4.2. Caspase-8 et la m-calpaïne 

 

La caspase-8 est une protéase pro-apoptotique. Elle inhibe la capacité métastatique 

des cellules tumorales en induisant la mort cellulaire [Cf. Ch.1 1.3] [Stupack et al., 

2006]. Paradoxalement, elle peut aussi stimuler la prolifération [Gilot et al., 2005 ; 

Lemmers et al., 2007 ; Lens et al., 2002 ; Salmena et Hakem, 2005] ainsi que la 

migration des cellules non-apoptotiques [Frisch, 2008 ; Helfer et al., 2006 ; Senft et 

al., 2007]. Cette stimulation de la migration est due à sa localisation à la périphérie 

cellulaire ainsi qu’à l’activation de petites GTPases et des calpaïnes [Frisch, 2008]. 

Au niveau des adhésions focales, la caspase-8 induit le clivage par la m-calpaïne de 

la taline produisant ainsi des fragments N-terminaux [Yan et al., 2001]. Ce domaine 

contient une région pouvant lier l’intégrine : le domaine FERM. La liaison de ce 

domaine aux molécules d’intégrines stimule la liaison de ces molécules à leurs 

substrats, régulant ainsi la migration cellulaire [Calderwood, 2004b].  

De plus, la m-calpaïne, la caspase-8 et la FAK s’associent, au niveau des plaques 

d’adhésion [Barbero et al., 2009]. FAK jouerait un rôle dans la localisation en 

périphérie cellulaire de la caspase-8. À ce niveau, la caspase-8 se liant à la m-

calpaïne empêche l’interaction de cette dernière avec son inhibiteur, la calpastatine 

et stimule ainsi l’activité protéasique, notamment envers la taline. Ainsi, la 

stimulation de la migration et de la capacité métastatique par la caspase-8 est-elle 

induite par la m-calpaïne [Barbero et al., 2009] (Figure 46).  
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Figure 46 : Représentation schématique de l’implication de la m -calpaïne dans la migration 
et la capacité métastatique induite par la caspase-8 . La FAK permet le recrutement de la 
caspase-8 au niveau des adhésions focales.  La caspase-8 active la m-calpaïne en empêchant 
l’interaction entre la calpaïne et la calpastatine. La stimulation du clivage de la taline, conduisant à la 
dissociation des adhésions focales est effectuée par la m-calpaïne.  

  

2.4.3. Implication de Capn4 dans l’invasion 

 

Les cellules de carcinome hépatique présentent une augmentation de l’expression de 

Capn4 (petite sous-unité régulatrice des calpaïnes [Cf. Ch.1 2.1.1.1.1]). L’inhibition 

de Capn4 (par ARN antisens) entraîne une diminution du pouvoir invasif ainsi qu’une 

diminution de la migration des cellules tumorales en comparaison des cellules non-

traitées [Bai et al., 2009]. De plus, l’expression de Capn4 est corrélée avec le 

nombre de tumeurs, leur taille, leur pouvoir invasif ainsi qu’avec leur capacité 

métastatique. Ainsi, la petite sous-unité régulatrice des calpaïnes pourrait-elle être 

impliquée dans l’invasion tumorale et la dissémination métastatique et serait ainsi un 

indicateur du phénotype tumoral malin. 

    

2.4.4. Implication des calpaïnes dans l’invasion tumorale via l’inhibition 

des facteurs suppresseurs de tumeur 

 

NORE1A lie la protéine Ras de manière GTP-dépendante. Cette protéine est 

exprimée dans de nombreuses cellules mais son expression est absente dans les 

cellules tumorales [Van der Weyden et Adams, 2007]. La sous-expression de 

NORE1A dans les cellules tumorales peut-être due à une hyperméthylation au niveau 
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de son promoteur [Hesson et al., 2003 ; Tommasi et al., 2002]. Le rétablissement de 

son expression dans les cellules tumorales entraîne un arrêt de la prolifération 

cellulaire ainsi que le déclenchement du programme de mort cellulaire [Aoyama et 

al., 2004 ; Moshnikova et al., 2006]. De même, RASSF1A (Ras-associated domain 

familly 1A), dont la séquence présente 41% d’identité avec NORE1, lie la protéine 

Ras [Stieglitz et al., 2008]. Cette protéine n’est pas exprimée dans les cellules 

tumorales du fait de l’hyperméthylation de son promoteur [Van der Weyden et 

Adams, 2007] et le rétablissement de son expression entraîne une inhibition de la 

prolifération ainsi que de l’invasion et stimule l’apoptose [Donninger et al., 2007]. 

Bien que l’hyperméthylation des promoteurs de NORE1A et RASSF1A soit le principal 

mécanisme de régulation de ces deux protéines, il existe une autre régulation faisant 

intervenir un clivage de ces protéines. En effet, NORE1A et RASSF1A peuvent être 

clivés par les calpaïnes et devenir ainsi inactives [Kuznetsov et Khokhlatchev, 2009]. 

Les calpaïnes, en inactivant NORE1A et RASSF1A, stimulent la migration et l’invasion 

des cellules tumorales.  

Elles clivent aussi d’autres suppresseurs de tumeur tels que p53 [Kubbutat et 

Vousden, 1997] [Cf. Ch.1 2.3.2.2], ou la Merlin/Schwannomin, protéine impliquée 

dans l’association du cytosquelette avec la membrane et dont la mutation entraîne le 

développement de la neurofibromatose de type 2 [Kimura et al., 2000].  

 

2.4.5. Implication des calpaïnes dans la perte d’adhésion intercellulaire : 

stimulation de l’invasion et de la formation de métastases.   

 

Les Rho-GTPases, dont Cdc42, Rac et Rho, sont impliquées dans la régulation des 

jonctions adhérentes (adhésion cellule-cellule) [Braga et Yap, 2005]. Au niveau de 

ces jonctions adhérentes, la protéine Rac est régulée par Tiam1 (Ras-specific 

guanine nucleotide exchange facteur). L’activation de Rac par Tiam1 stimule les 

adhésions entre les cellules, diminue la migration et l’invasion cellulaire [Hordijk et 

al. 1997 ; Sander et al., 1999]. Lors de la transition épithélio-mésenchymale [Cf. 

Ch.3 3] qui est associée à une augmentation de la migration cellulaire, de l’invasion 

et des métastases, la protéine Src phosphoryle la tyrosine 384 de la protéine Tiam1, 

localisée au niveau des jonctions adhérentes. Cette phosphorylation de Tiam1 
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entraîne l’activation de Grb2 [Cf. Ch.2 1.3.2.2] ainsi que le recrutement de MEK 

(kinase de ERK) qui peut ainsi activer la protéine ERK. Par cette cascade de 

phosphorylations impliquant la voie MEK/ERK, la protéine Src induit l’activation des 

calpaïnes qui clivent Tiam1 (Figure 47). Ce clivage inactivant Tiam1 stimule le 

désassemblage des jonctions adhérentes entraînant une stimulation de la migration, 

de l’invasion et des métastases.  

 

Tiam1
p

Src

Grb2

SOS

MEK

ERK

p

calpaïnes

clivage

Désassemblage des 
jonctions adhérentes

Stimulation de la 
migration, de 
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métastases

Figure 47 : Implication des calpaïnes dans la dissociation des adhésions focales, entraînant 
une stimulation de la migration, de l’invasion et d e la formation des métastases, d’après 
Woodcock et al. (2009). La protéine Src phosphoryle la protéine Tiam1 (protéine régulatrice de 
Rac, impliquée dans la stabilisation des jonctions adhérentes). Cette phosphorylation entraîne 
l’activation de la voie MEK/ERK. ERK active ainsi l’activité protéasique des calpaïnes. La lyse de la 
protéine Tiam1 par les calpaïnes induit son inactivation, facilite le désassemblage des jonctions 
adhérentes, inhibant ainsi les adhésions entre cellules et permettant l’invasion tumorale et la 
dissémination métastatique. 

inactivation

 

 

3. La dissémination métastatique 

 

Afin de se détacher de la tumeur primaire et envahir les tissus avoisinants, les 

cellules tumorales rompent les contacts cellule-cellule, remodèlent la matrice 

extracellulaire par la sécrétion de protéases et suivent les gradients chimio-attractifs. 

L’acquisition de ces processus mène à la dissémination métastatique. Lors de cette 

transition, les cellules non-mobiles, liées aux autres par des jonctions intercellulaires, 

se libèrent et adopte un phénotype mésenchymal, mobile et invasif. Cette transition 

est induite par des signaux intrinsèques tels que des mutations de gènes ou par des 

signaux extrinsèques dont la composition de la matrice extracellulaire elle-même ou 



ANALYSE DE LA LITTERATURE – CHAPITRE 3 : L’INVASION TUMORALE ET LA DISSEMINATION 

METASTATIQUE 

- 104 -  

des facteurs de croissance. En effet, TGFβ (transforming growth factor) [Zavadil et 

Bottinger, 2005], HGF (hepatocyte growth factor) [Savagner et al., 1997], EGF [Lo 

et al., 2007], IGF (insulin growth factor) [Graham et al., 2008], et FGF (fibroblastic 

growth factor) [Acevedo et al., 2007] sont capables d’induire une telle transition.  

La transition épithélio-mésenchymale (Figure 48) est caractérisée par l’acquisition 

par la cellule d’un phénotype mésenchymal au détriment de son phénotype initial 

épithélial. Ce processus est complexe ; ainsi, seules quelques étapes seront-elles 

détaillées.  
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Figure 48 : Vue d’ensemble des interactions moléculaires impliq uées dans la régulation de 
la transition épithélio-mésenchymale, d’après Thier y et Sleeman (2006). La sélection de voies 
de signalisation activées lors de la transition épithélio-mésenchymale illustre la complexité de ce 
phénomène. ETaR : endothelin-A receptor ; GSK3β : glycogen-synthase kinase-3β ; ILK : 
interleukin-linked kinase ; PAR6 : partitioning-definitive protein-6 ; ROS : reactive oxygen species ; 
TAK1 : TGFβ-activated kinase-1 ; WntR : Wnt receptor.
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Figure 48 : Vue d’ensemble des interactions moléculaires impliq uées dans la régulation de 
la transition épithélio-mésenchymale, d’après Thier y et Sleeman (2006). La sélection de voies 
de signalisation activées lors de la transition épithélio-mésenchymale illustre la complexité de ce 
phénomène. ETaR : endothelin-A receptor ; GSK3β : glycogen-synthase kinase-3β ; ILK : 
interleukin-linked kinase ; PAR6 : partitioning-definitive protein-6 ; ROS : reactive oxygen species ; 
TAK1 : TGFβ-activated kinase-1 ; WntR : Wnt receptor.  
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3.1. Implication des adhésions intercellulaires dans la transition 

épithélio-mésenchymale 

 

La formation d’un épithélium stable et polarisé nécessite des interactions entre les 

cellules ainsi que des interactions entre les cellules et la matrice. La cadhérine E est 

un des composants majeurs des jonctions adhérentes, permettant l’adhésion 

intercellulaire. Dans la cellule, cette glycoprotéine transmembranaire interagit de 

manière calcium-dépendante avec la E-cadhérine de la cellule voisine. Ces 

complexes d’adhésion sont liés du côté cytoplasmique au cytosquelette d’actine par 

l’intermédiaire de l’α- et de la β-caténine [Cavey et al., 2008]. La p120-caténine se 

lie aussi au complexe ; elle est impliquée dans la stabilisation des adhésions, 

inhibant RhoA et activant Rac et Cdc42 [Wildenberg et al., 2006] (Figure 49). Lors 

de la progression tumorale de cancers épithéliaux, l’expression de la cadhérine E est 

inhibée. Cette perte est précurseur de la formation de métastases [Perl et al., 1998]. 

Durant la transition épithélio-mésenchymale, la perte de la cadhérine E entraîne la 

libération des protéines du complexe cytoplasmique ainsi que leur accumulation dans 

le cytoplasme. La β-caténine entre alors dans le noyau et, interagissant avec des 

facteurs de transcription, module l’expression de nombreux gènes impliqués dans la 

prolifération, la migration, l’invasion (MMP) et la morphogenèse [Arce et al., 2006 ; 

Wong et Pignatelli, 2002]. La perte de l’expression de la cadhérine E est associée à 

une surexpression de la cadhérine N mésenchymale. Ce changement induit un 

changement dans le phénotype cellulaire d’épithélial à mésenchymal, provoquant 

ainsi une augmentation de la capacité migratoire et invasive de la cellule [Nieman et 

al., 1999 ; Hulit et al., 2007]. La cadhérine N peut interagir avec FGFR (FGF 

receptor) entraînant ainsi l’activation de la voie MAPK, l’augmentation de la capacité 

migratoire et de la capacité invasive via la stimulation de la sécrétion de MMP.  
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p120
RhoGAP RhoA

Cdc42 Rac

β-caténine

α-caténine

cytosquelette actine

stabilisation

stabilisation

cadhérine-E

cellule 1 cellule 2

cellule 1

cellule 2

Figure 49 : Représentation schématique de l’adhésion intercellu laire, d’après Yilmaz et 
Christofori (2009). L’α- et la β-caténine permettent l’ancrage du cytosquelette d’actine avec les 
cadhérines E. La protéine p120 stabilise l’assemblage en inhibant RhoA et en activant Cdc42 et 
Rac. 

intégrines

 

 

3.2. Implication des intégrines dans la transition épithélio-

mésenchymale 

 

Les intégrines peuvent initier, stimuler la transition épithélio-mésenchymale et 

l’invasion cellulaire. En effet, la liaison des intégrines α1β1 et α2β1 avec le collagène 

de type I entraîne la perte de l’expression de la cadhérine E [Koenig et al., 2006]. 

Cette liaison au collagène de type I induit aussi la surexpression de la cadhérine N 

[Shintani et al., 2008]. Le répresseur de la transcription de la cadhérine E (Snail1) 

induit l’expression de l’intégrine αvβ3 qui possède des fonctions pro-invasives et qui 

est localisée au niveau du front invasif de la cellule tumorale [Haraguchi et al., 

2008 ; Sharma et Henderson, 2007]. La coopération entre la chaîne β1 de l’intégrine 

et la métalloprotéase MT1-MMP stimule la transition épithélio-mésenchymale et est 

nécessaire à l’invasion des cellules cancéreuses au travers d’une matrice de 

collagène [Cao et al., 2008].  

D’autres intégrines dont l’expression est augmentée lors de la transition épithélio-

mésenchymale, telles que l’intégrine αvβ6, induisent l’augmentation de l’expression 



ANALYSE DE LA LITTERATURE – CHAPITRE 3 : L’INVASION TUMORALE ET LA DISSEMINATION 

METASTATIQUE 

- 107 -  

de protéases (MMP) ainsi que la libération et l’activation de TGFβ, conduisant à une 

stimulation de la progression tumorale et de l’invasion [Bates et al., 2005 ; Araya et 

al., 2006].   

 

3.3. Implication des Rho-GTPases dans la transition épithélio-

mésenchymale. 

 

L’activation de la famille des Rho-GTPases (70 membres) est contrôlée par trois 

types de protéines régulatrices : les GEF (70 membres), les GAP (60 membres) et les 

GDI (guanine dissociation inhibitor, 3 membres). Les GEF permettent l’activation des 

Rho-GTPases en induisant l’échange du GDP lié à la protéine avec une molécule de 

GTP. Contrairement aux GEF, les protéines GAP entraînent l’inactivation des Rho-

GTases en hydrolysant la GTP en GDP. Quant aux protéines GDI, elles lient les Rho-

GDPases inactives et empêchent leur liaison avec leurs activateurs, GEF. Les Rho-

GTPases activent des protéines effectrices qui sont souvent des sérine/thréonine 

kinases. La protéine Rac est impliquée dans la formation des lamellipodes et la 

protéine Cdc42, dans la formation des filopodes [Hall, 2005 ; Ridley, 2006]. De par 

leur implication dans le remaniement du cytosquelette d’actine [Cf. Ch.3 1.2.2.3] et 

de par leur implication dans la régulation de l’expression des MMP, les Rho-GTPases 

jouent un rôle important dans la transition épithélio-mésenchymale [Lozano et al., 

2003]. 

En fonction de la présence de cadhérines E (épithéliales) ou N (mésenchymales), la 

localisation et le rôle de p120-caténine diffèrent tout comme l’activité des Rho-

GTPases. L’activation et l’inactivation de RhoA nécessite, le recrutement p120-

caténine-dépendant des Rho-GEF ou des Rho-GAP. Le recrutement de Rho-GAP 

entraîne l’activation de Rac qui stabilise les jonctions entre les cellules ainsi que le 

cytosquelette d’actine [Anastasiadis, 2007]. Lors de la transition épithélio-

mésenchymale, la p120-caténine cytoplasmique fonctionne comme une RhoA-GDI 

en liant et inactivant RhoA [Bellovin et al., 2005]. Au niveau membranaire, la p120-

caténine se lie aussi aux cadhérines N et active Rac induisant la formation de 

protrusions membranaires telle que les lamellipodes [Cf. Ch.2 2.2.1]. De ce fait, la 
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p120-caténine cytoplasmique ainsi que la forme membranaire coopèrent pour 

stimuler la motilité cellulaire et la formation de métastases. 

 

3.4. Les différents modes de déplacement des cellules tumorales lors 

de la dissémination métastatique 

 

Afin de migrer sur de longues distances, les cellules passent via une transition 

épithélio-mésenchymateuse, qui implique que les cellules perdent les fortes 

interactions jonctionnelles et deviennent individuellement polarisées [Montell, 2008]. 

Cette transition mène à un mode de migration cellulaire mésenchymateux (vitesse 

0,1 à 2 µm/min [Painter, 2009]). Ce mode de déplacement est caractéristique de la 

dissémination métastatique. Ainsi, individuellement, les cellules migrent par une 

alternance d’assemblages et de désassemblages d’adhésions focales et dégradent la 

matrice extracellulaire par la production et la sécrétion de métalloprotéases et de 

sérines-protéases [Cf. Ch.3 2.1]. Suite à ce remodelage, la matrice extracellulaire 

présente la trace du passage des cellules.  

Durant le développement embryonnaire, la réponse immunitaire ou encore la 

dissémination métastatique, en vue de former des métastases [Christiansen et 

Rajasekaran, 2006 ; Friedl et Weigelin, 2008 ; Weijer, 2009], les cellules ayant un 

mode de déplacement mésenchymateux peuvent migrer en cohorte de manière 

collective jusqu’à leur destination. Cette capacité est souvent orchestrée par un 

signal collectif, qui nécessite que toutes les cellules soient sensibles aux informations 

de guidance et puissent les interpreter de manière individuelle. Une alternative à ce 

processus réside dans la compréhension du signal uniquement par quelques cellules 

qui communiquent aux autres membres du groupe l’information fournie par des 

sigaux chimiques ou mécaniques [Garcia et Parent, 2008 ; Goswami et al., 2005]. 

Tout comme la migration mésenchymateuse isolée, les mouvements de cellules 

collectifs résultent de la polymérisation et de la contraction d’acto-myosine dans la 

cellule polarisée. Cependant il existe des différences entre les deux modes de 

migration. La migration collective diffère de la migration mésenchymateuse isolée 

dans la coordination simultanée de la polymérisation de plusieurs cellules à l’avant 

du front de migration, la translocation de cellules par des force physiques, l’activité 
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des lamellipodes de plusieurs cellules, le remodelage secondaire de la matrice 

extracellulaire le long de la voie de migration entrainant la formation de membrane 

basale ainsi qu’une rétraction coordonnée de cellules à l’arrière du groupe [Friedl et 

Gilmour, 2009]. 

Toutes les cellules cancéreuses ne subissent pas de transition épithélio-

mésenchymateuse. Dans certains cancers, les cellules se déplacent via une migration 

amiboïde ne faisant pas intervenir de dégradation de la matrice extracellulaire. Ces 

cellules se déplacent par une alternance d’expansions et de contractions 

morphologiques. La migration amiboïde n’implique pas les molécules d’intégrines 

[Brakebusch et al., 2002] les contacts focaux matures ainsi que les fibres de stress 

sont absents [Friedl et al., 1998 ; Wolf et al., 2003]. Les cellules forment des 

contacts rapides avec la matrice extracellulaire et se déplacent en changeant 

souvent de direction et en modifiant leur morphologie pour se faufiler au travers des 

petits espaces de la matrice. Ce mode de déplacement est rapide comparé à la 

stratégie mésenchymale (vitesse 2 à 30 µm/min [Painter, 2009]). 

Les cellules tumorales peuvent présenter une plasticité : elles peuvent se déplacer, 

suivant le contexte, par le biais d’une stratégie amiboïde ou mésenchymale. En effet, 

les cellules de fibrosarcome migrent de manière MMP et intégrine-dépendante au 

travers d’un gel de collagène. En présence d’inhibiteur des MMP, ces cellules 

poursuivent leur invasion. Elles subissent une transition mésenchymateuse-amiboïde. 

Cette invasion amiboïde est indépendante de l’ancrage à la matrice extracellulaire, 

des intégrines et de la dégradation matricielle due aux MMP [Wolf et al., 2003]. 

Cette transition est marquée par une inhibition de la protéolyse de la matrice 

extracellulaire, par la stimulation de la voie de signalisation Rho/ROCK et la 

diminution des interactions cellule-matrice extracellulaire [Friedl, 2004]. La transition 

mésenchymateuse-amiboïde tout comme son inverse, la transition amiboïde-

mésenchymateuse impliquent de rapides changements dans le mode migratoire, en 

réponse aux spécificités de l’environnement extracellulaire. Ces transitions semblent 

jouer un rôle à différents niveaux du processus métastatique, lorsque certains 

microenvironnements nécessitent une adaptation phénotypique des cellules 

tumorales.  

 



ANALYSE DE LA LITTERATURE – CHAPITRE 3 : L’INVASION TUMORALE ET LA DISSEMINATION 

METASTATIQUE 

- 110 -  

  

3.5. Implication des calpaïnes dans les différentes stratégies de 

migration et invasion, lors de la dissémination métastatique 

 

L’activation de la m-calpaïne est indispensable au turnover des intégrines et au 

processus de migration [Carragher et al., 2001 ; Dourdin et al., 2001 ; Palecek et al., 

1998 ]. Ainsi, la présence d’inhibiteur des calpaïnes entraîne-t-elle une inhibition de 

l’invasion mésenchymale mais n’altère-t-elle pas l’invasion amiboïde [Carragher et 

al., 2006]. De plus, l’inhibition de la m-calpaïne (ARN antisens) entraîne un arrêt de 

la migration mésenchymale mais n’a aucun effet sur la stratégie migratoire et 

invasive amiboïde [Carragher et al., 2006]. L’invasion mésenchymale est donc m-

calpaïne-dépendante, contrairement à l’invasion amiboïde qui est calpaïne-

indépendante.  

 

4. Un cas particulier de cancer : Les Rhabdomyosarcomes 

 

4.1. Généralités 

 

Le Rhabdomyosarcome (du grec : rhabdo : tige ; mys : muscle ; saorkos : chair) est 

la principale tumeur maligne de l’enfant et de l’adolescent (Figure 50) qui dérive du 

mésenchyme embryonnaire avec la capacité de se différencier en muscle 

squelettique. Ces cellules expriment donc des protéines spécifiques du muscle telles 

que les MRFs (Myogenic regulatory factors) ou la myoglobine [Dias et al., 1990 ; 

Hosoi et al., 1992]. Ces cellules présentent la particularité d’avoir une ploïdie 

anormalement élevée, les ERMS sont généralement tétraploïdes et les ARMS 

présentent une hyperploïdie [Stuart et Radhakrishnan, 2004]. 

Ce cancer représente plus de 33% des sarcomes de l’enfant. Les sarcomes de 

l’adulte se localisent surtout au niveau des extrémités contrairement au 

rhabdomyosarcome qui peut se déclarer dans toutes les parties de l’organisme 

possédant ou non du muscle squelettique, excepté au niveau du tissu osseux. 

Néanmoins, ce cancer se développe préférentiellement au niveau de la région du 

cou et de la tête ainsi qu’au niveau du tractus génito-urinaire. Il présente seulement 
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20% de localisation au niveau des extrémités. La forme clinique des 

rhabdomyosarcomes (RMS) dépend du site d’origine de la première tumeur, de l’âge 

du patient et de la présence ou non de métastases. Les principaux symptômes sont 

une compression locale des structures et une douleur légère. Il n’existe pas de 

symptômes paranéoplastiques associés aux RMS [Hayes-Jordan et Andrassy, 2009]. 

 

Rabdomyosarcomes 33%

Ewing's 16%

DFSP (dermatofibrosarcomes
protubérants) 8%
Histiocytomes fibroblastiques
malins 6%
Fibrosarcomes 5%

MPNST (tumeurs des gaines
nerveuses) 5%
Sarcomes synoviaux5 %

Fibrosarcomes infantiles 2%

Sarcomes alvéolaires 1%

Autres saromes 10%

non-caractérisés 9%

33%

16%
8%

6%

5%

5%

5%
2%

1%10%9%

33%

16%
8%

6%

5%

5%

5%
2%

1%10%9%

Figure 50 : Distribution des différents sarcomes de l’enfant, d ’après Slater et Shipley. 
(2007).  

 

4.2. Les altérations génétiques caractéristiques des 

Rhabdomyosarcomes   

 

Le rhabdomyosarcome a été décrit pour la première fois en 1854 par Webner 

[Ruymann, 1987], chez un patient de 21 ans atteint d’une tumeur de la langue. Ce 

cancer se répartit en quatre sous-groupes : embryonnaire, alvéolaire, botryoïde 

(pouvant être considérés comme un sous-groupe des ERMS) et pléomorphique 

[Praham et Ellison, 2006]. Les deux principaux sous-groupes histologiques de 

Rhabdomyosarcomes, embryonnaires (ERMS) et alvéolaires (ARMS), présentent des 

altérations génétiques propres. Les ARMS sont caractérisés par une translocation 

entre le bras long du chromosome 2 et le bras long du chromosome 13. Cette 

translocation t(2 ;13) (q35 ;q14) entraîne la fusion du gène codant PAX3 (impliqué 

dans la régulation de la transcription durant le développement neuromusculaire 
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précoce) avec le gène codant pour la protéine FKHR (facteur de transcription de la 

famille forkhead) [Shapiro et al., 1993]. Cette fusion entre les deux facteurs de 

transcription induirait l’activation aberrante de gènes contribuant ainsi à la 

constitution du phénotype ARMS. Un variant de cette translocation, entre le 

chromosome 1 et le chromosome 13, entraîne la fusion du gène codant PAX7 avec 

FKHR. Cette translocation affecte des patients plus jeunes, au niveau de leurs 

extrémités, permettant de définir un phénotype clinique [Kelly et al., 1997]. La 

première translocation (PAX3/FKHR) entraîne un phénotype plus agressif [Sorensen 

et al., 2002]. Pax3 est un régulateur myogénique et peut induire la différenciation de 

cellules souches dans le lignage myogénique en stimulant les gènes myogéniques 

MyoD, Myf5 et Myogénine [Gang et al., 2008]. En présence de Pax3 les cellules 

mésenchymateuses entrent dans la différenciation myogénique, il est ainsi possible 

que la fusion des gènes PAX3-FKHR atténue la fonction physiologique de PAX3 

empêchant un processus de différenciation complet.  

Le phénotype ERMS est caractérisé par une perte de l’hétérozygotie affectant le 

chromosome 11 (11q15). La conséquence de cette délétion est une perte de 

l’information maternelle et la duplication de l’information génétique paternelle 

[Scrable et al., 1987 ; Scrable et al., 1989]. Ce locus correspond au gène codant 

IGF-2. En dehors de toute modification génétique, le gène maternel localisé au 

niveau du locus 11q15 est réprimé. Seul le gène paternel s’exprime. Dans le 

phénotype ERMS, le gène paternel est représenté deux fois ce qui entraîne une 

surexpression de IGF-2. La surexpression de IGF-2 a été impliquée dans la 

croissance dérégulée de nombreuses tumeurs, notamment dans les cancers de RMS 

[El Badry et al., 1990 ; Kalebic et al., 1994]. Le système IGF est composé de trois 

ligands (IGF-1, IGF-2 et l’insuline), de quatre récepteurs membranaires (IR-A (insulin 

recepteur isoform A), des récepteurs hybrides, IGF-1R et IGF-2R (récepteur de type 

1 et 2 à l’IGF)). Chez l’homme, IGF-2 est la principale forme circulante d’IGF, avec 

une concentration plasmatique trois à sept fois plus importante que IGF-1 [Samani 

et al., 2007]. IGF-1R, récepteur pouvant lier IGF-1, tout comme IGF-2 est exprimé 

de manière importante dans de nombreux cancers, dont les sarcomes. Cette 

augmentation de l’expression d’IGF-1R est causée par une perte de répresseurs tels 

que p53, ou par l’augmentation de l’expression d’activateurs transcriptionnels, dans 
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le cas par exemple des ARMS [Werner et Roberts, 2003]. De plus, IGF-1R est 

impliqué dans l’induction de transformations malignes, la régulation de l’adhésion et 

la migration ainsi que dans la stimulation de la différenciation [Valentinis et Baserga, 

2001].  

Les ERMS pourraient dériver des cellules satellites puisque l’expression de PAX7 est 

élevée dans ce sous-type, alors que l’expression de PAX3 est inchangée. Les ERMS 

auraient donc pour origine des cellules satellites musculaires [Charytonowicz et al., 

2009], connues pour exprimer PAX7 dans les conditions normales [Tiffin et al., 

2003]. Les cellules satellites ne sont pas considérées comme des cellules souches 

mais plutôt comme des cellules progénitrices du muscle, durant la croissance post-

natale ou lors du processus de cicatrisation. Cependant, des cellules souches 

pluripotentes sont aussi présentes au niveau du muscle squelettique [Asakura et al., 

2002]. Alors que les cellules satellites s’engagent obligatoirement dans la voie 

myogénique, ces cellules souches pluripotentes peuvent non seulement s’engager 

dans la voie myogénique mais aussi dans les voies myéloïde ou lymphoïde. De plus, 

les cellules satellites expriment des marqueurs de la voie myogénique tels que la 

desmine ou Pax7. À l’inverse, les cellules pluripotentes n’expriment pas ces 

marqueurs myogéniques mais des marqueurs de cellules souches hématopoïétiques 

tels que Sca-1 ou CD45 [Seale et al., 2000].  

Quant aux ARMS, Keller et al. démontrent chez la souris que l’expression de Pax3-

FKHR dans des cellules satellites n’entraîne pas leur transformation en ARMS, mais 

entraîne la formation d’un petit nombre de myoblastes post-nataux [Keller et al., 

2004a]. Alors que l’expression de Pax3-FKHR dans des myoblastes différenciés, 

exprimant myf6, entraîne la formation de cellules similaires aux ARMS humains 

[Keller et al., 2004b]. Ces résultats suggèrent que les ARMS ne proviendraient ni de 

cellules souches ni cellules satellites, mais de cellules musculaires matures et 

différenciées. Cependant si tel est le cas, les caractéristiques anatomiques et 

morphologiques des ARMS sont difficilement explicables. En effet, les ARMS forment 

des tumeurs peu différenciées avec des structures de différenciation musculaires 

limitées, malgré l’expression de marqueurs de différenciation musculaires [Tonin et 

al., 1991]. 
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Plus récemment, Ren et al., montrent que les ARMS auraient pour origine des 

cellules souches mésenchymateuses [Ren et al., 2008]. Ils montrent que PAX3-FKHR 

peut activer la myogenèse dans les cellules souches mésenchymateuses transfectées 

avec cette construction, en induisant l’expression de MyoD et de myogénine. 

Cependant Myf5, qui est le premier marqueur spécifique du muscle de la 

différenciation terminale, dans la voie myogénique, n’est pas transactivé [Lindon et 

al., 1998]. Ces résultats sont en accord avec la mise en évidence de l’expression de 

MyoD et myogénine ainsi qu’avec l’absence de l’expression de Myf5 dans les ARMS 

[Tonin et al., 1991].  

L’origine des deux principaux sous-groupes de RMS serait donc différente : les ARMS 

dériveraient de cellules souches mésenchymateuses, quant aux ERMS, ils 

dériveraient de cellules satellites.  

Par ailleurs, certains marqueurs permettant de différencier les sous-types alvéolaire 

et embryonnaire ont été décrits. Makawita et al. ont montré que l’expression de 

IGF2 est associée à la translocation-négative de PAX/FKHR et peut servir d’outil de 

diagnostic pour distinguer les ERMS, présentant une expression élevée de IGF2, des 

ARMS. De plus, les données obtenues présument d’un rôle de la fusion des gènes 

PAX3/FKHR, dans l’inhibition de l’expression de IGF2, caractéristique des ARMS 

[Makawita et al., 2009]. De même, la détection immunologique de la myogénine a 

été décrite comme un marqueur du sous-type alvéolaire et comme un outil 

permettant de distinguer le sous-type alvéolaire, du sous-type embryonnaire. La 

myogénine nucléaire des ARMS est beaucoup plus importante que celle des ERMS 

[Morgenstern et al., 2008].  

L’expression de la γ-caténine est aussi un marqueur permettant d’une part de 

distinguer les ARMS, des ERMS et d’autre part d’expliquer en partie la plus grande 

agressivité des ARMS. La γ-caténine ainsi que la β-caténine sont des composants 

majeurs des jonctions adhérentes intercellulaires, liant les cadhérines au 

cytosquelette d’actine. La surexpression de la β-caténine est impliquée dans la 

prolifération et la formation de tumeur [Polakis, 1999]. À l’inverse, un niveau élevé 

de γ-caténine supprime la croissance cellulaire ainsi que la formation de tumeur 

[Simcha et al., 1996], alors que la réduction de son expression a été détectée dans 

des tumeurs à fort potentiel invasif et métastatique. La γ-caténine est exprimée dans 
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les ERMS mais absente ou faiblement détectée dans les ARMS. [Gastaldi et al., 

2005]. Ces résultats sont en accord avec une agressivité plus grande des ARMS en 

comparaison des ERMS.  

 

4.3. Développement métastatique des Rhabdomyosarcomes 

 

Les Rhabdomyosarcomes peuvent acquérir un pouvoir invasif et former des 

métastases (dans au moins 25% des cas) notamment au niveau des poumons, de la 

moelle osseuse, du tissu lymphatique, réduisant ainsi le taux de guérison à moins de 

20% [Dagher et Helman, 1999]. Le traitement des RMS repose sur la chirurgie, la 

chimiothérapie et la radiothérapie. La chirurgie seule n’entraîne qu’un taux de 20% 

de guérison. Le faible taux de guérison en présence de métastases souligne 

l’importance des études visant à enrayer ce processus.  

 

 

 

En résumé, l’invasion tumorale et la dissémination métastatique font 

intervenir des structures particulières, les podosomes et les invadopodes, 

qui permettent la dégradation de la matrice extracellulaire puis 

l’envahissement des tissus périphériques. Au niveau protéique, l’invasion 

et la dissémination impliquent un certain nombre de protéases telles que : 

-  les métalloprotéases et les sérines-protéases qui sont responsables 

de la dégradation de la matrice extracellulaire,  

-  la protéine FAK dont l’augmentation de l’activité enzymatique est 

responsable de l’augmentation du pouvoir invasif et les calpaïnes.  

La m-calpaïne est un médiateur de l’augmentation du pouvoir invasif 

induit par FAK. De même, l’association de la m-calpaïne avec la caspase 8 

stimule la capacité métastatique, en augmentant le clivage de la taline. 

Les calpaïnes sont aussi responsables du clivage de certains suppresseurs 

de tumeur, tels que les protéines NORE1A, RASSF1A ou p53, stimulant 

ainsi indirectement la migration et l’invasion tumorale. Enfin, elles jouent 

aussi un rôle dans la perte d’adhésion intercellulaire, caractéristique des 
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phases précoces de la dissémination métastatique. L’ensemble de ces 

dérégulations mène la cellule tumorale à se détacher de la tumeur 

primaire pour envahir les tissus avoisinants par le biais d’une transition 

dite épithélio-mésenchymale. L’acquisition de la capacité métastatique 

réduit fortement le taux de guérison ; la détermination de protéines 

impliquées dans ce processus présente donc un intérêt majeur en vue de 

définir de nouvelles stratégies thérapeutiques.  



MATERIELS ET METHODES 

- 117 -  

MATÉRIELS ET MÉTHODES  

On ne peut se passer d’une méthode 

pour se mettre en quête de la vérité 

des choses. René Descartes.  

 

1. Culture cellulaire 

 

1.1. Cellules 

 

Plusieurs modèles biologiques ont été utilisés : une lignée de cellules humaines 

(LHCN-M2) non-tumorale pour servir de contrôle, deux lignées humaines de 

Rhabdomyosarcomes (ARMS, Rh30 et ERMS, RD) et une lignée de souris (C2C12).  

Les LHCN-M2 sont issues d’une biopsie musculaire d’une personne saine de 41 ans. 

Elles ont été immortalisées par l’expression de la sous-unité catalytique télomérase 

hTERT et cdk4 (une kinase cycline-dépendante). Leur dénomination « LHCN » 

provient des facteurs d’immortalisation qu’elles possèdent (lox-hTERT hygromycin et 

cdk4-neo). Le clone « LHCN-myogenic clone no.2 » présentant une capacité forte à 

former des myotubes, en conditions de différenciation, a été isolé et a donné 

naissance à la lignée LHCN-M2 [Zhu et al., 2007].  

Les deux lignées de Rhabdomyosarcomes, dont les caractéristiques génétiques sont 

décrites au chapitre 3, sont issues de patients atteints de cancer du muscle. Leur 

nom provient de la morphologie que prend la tumeur lors de son développement : 

alvéolaire ou embryonnaire.  

Les C2C12 sont une lignée de cellules musculaires de souris obtenue à partir de 

muscles de patte arrière de souris adultes C3H.  

 

1.2. Milieux de culture 

 

Les différents types cellulaires sont manipulés en conditions stériles. 

Les C2C12 ainsi que les RMS sont cultivés dans les mêmes milieux de culture. Leur 

milieu est composé de DMEM contenant de la glutamine (Dulbecco’s Modified Eagle 

Medium Glutamax – GIBCO-BRL) avec du pyruvate, supplémenté de 10% de FBS 
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(fœtal bovine serum– GIBCO-BRL). Les LHCN-M2, quant à elles sont cultivées dans 

du DMEM sans pyruvate (60%), complété de milieu 199 (GIBCO-BRL) (20%) et 

supplémenté en FBS (20%). 50 mg/L de pénicyline/streptomycine (GIBCO-BRL) sont 

ajoutés aux différents milieux de culture.  

 

1.3. Conditions de culture 

 

Les différents types cellulaires sont ensemencés à raison de 3000 cellules/cm2, dans 

des boîtes de pétri de 78 cm2, dans leur milieu de culture respectif. Les cellules sont 

incubées à 37°C dans une atmosphère humide contenant du CO2 (5% de 

saturation). Lorsque les cellules atteignent un taux de 80% de confluence, les boîtes 

de culture sont rincées avec du PBS (phosphate buffered saline : Na2PO4
- (10mM), 

KCl (2,7mM), NaCl (138mM), pH 7,4)) et les cellules sont décollées de leurs supports 

par ajout de 2 mL de trypsine/boîte (trypsine 0,25% (v/v), ESA 0,03% (v/v)). Une 

incubation de 3 minutes pour les C2C12 et les RMS à 5 minutes, pour les LHCN-M2 

est effectuée à 37°C. L’action de cette protéase est ensuite arrêtée par l’addition de 

2 mL de DMEM supplémenté en SVF (10% ou 20%). Les cellules sont alors 

dénombrées, à l’aide d’une cellule de Malassez et centrifugées durant 7 minutes à 

1000 g.  

Le surnageant est évacué, le culot cellulaire est repris dans du milieu de prolifération 

riche en sérum et subit un nouvel ensemencement. Le culot peut aussi être repris 

dans du milieu de congélation (DMEM 50%, FBS 40%, DMSO 10%) afin d’être 

stocké à -80°C, puis dans l’azote liquide.  

 

2. Activité des calpaïnes  

 

2.1. Activité globale des calpaïnes ubiquitaires 

 

L’activité des calpaïnes est observée et quantifiée sur des cellules vivantes par 

l’utilisation du t-BOC-LM-CMAC (7-amino-4-chloromethylcoumarin, t-BOC-L-leucyl-L-

methionine amide (Molecular Probes)). Cette molécule pénètre passivement dans les 
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cellules, sans affeter leur viabilité et devient fluorescente après clivage par les 

calpaïnes.  

Les différents types cellulaires sont ensemencés sur verre ou gélatine 

(4.103 cellules/cm2), dans du milieu de culture supplémenté avec 0,1% de FBS.  

Après 48 heures d’incubation, le milieu est remplacé par du DMEM sans sérum 

contenant 50 µM de t-BOC-LM-CMAC. Les cellules sont incubées pendant 30 

minutes, à l’abri de la lumière. L’activité des calpaïnes est ensuite observée avec un 

microscope inversé à épifluorescence (Leica AF DMI6000) en atmosphère contrôlée. 

Les résultats sont quantifiés par le logiciel Metamorph (Molecular device).  

 

2.2. Activité de la µ-calpaïne  

 

L’activité de la µ-calpaïne est observée et quantifiée au moyen du Calpain 1 

Substrate sur cellules fixées. Ce réactif est un substrat fluorogène spécifique de la µ-

calpaïne. Il est constitué d’un fluorochrome et de son quencher reliés par la 

séquence de la spectrine correspondant au site de clivage de cette protéine par la µ-

calpaïne. Les cellules sont cultivées pendant 48h sur des lamelles de verre 

gélatinisées, dans un milieu de quiescence puis fixées au paraformaldéhyde (PAF) 

4 % (15 minutes) et rincées au PBS. Les cellules sont alors perméabilisées dans du 

PBS-Triton X-100 (1%) pendant 3 minutes, puis rincées 3 fois. Elles sont ensuite 

mises en présence du Calpain 1 Substrate (50 µM) pendant 40 minutes, à l’abri de la 

lumière. Après rinçages, les lamelles sont montées sur lame et la fluorescence est 

observée avec un microscope à épifluorescence (Leica AF DMI6000). Les résultats 

sont quantifiés par le logiciel Metamorph (Molecular device).  

 

3. Inhibition des calpaïnes  

 

L’inhibition des calpaïnes a été réalisée de différentes manières : en utilisant deux 

inhibiteurs chimiques, la calpeptine ainsi que le calpain inhibitor III, plus spécifique 

ou en utilisant des oligonucléotides antisens dirigés contre la µ-calpaïne ou la m-

calpaïne. Lors d’une inhibition avec des inhibiteurs chimiques, les cellules témoins 
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sont cultivés dans les mêmes conditions que les cellules traitées et du DMSO est 

ajouté à la place de l’inhibiteur dans le milieu de ces cellules. 

Les cellules témoins des transfection des oligonucléotides antisens sont transfectées 

avec un oligonucléotide random.  

 

3.1. Calpeptine 

 

L’inhibiteur chimique des calpaïnes, la calpeptine (Z-Leu-Nle-CHO, Calbiochem), a 

été utilisé à des concentrations de 40 µM et 60 µM pour les tests d’adhésion, 100 µM 

pour l’analyse de l’expression de l’α-actine, de la β-actine et de la vinculine, et 

50 µM pour l’étude des caractéristiques cinétiques ainsi que pour les tests d’invasion 

en chambre de Boyden. 

La calpeptine peut lier de manière spécifique le résidu cystéine de la triade 

catalytique des calpaïnes et ainsi inhiber leur activité [Schoenwaelder et al., 1999].  

 

3.2. Calpain-inhibitor III 

 

Un deuxième inhibiteur chimique des calpaïnes, le calpain inhibitor III (Z-Val-Phe-

CHO, Calbiochem), a été utilisé à une concentration de 50 µM.  

 

3.3. Oligonucléotides antisens 

 

La technique des traitements antisens permet d'obtenir une inhibition de protéines 

cibles (µ-calpaïne et m-calpaïne). 

Les cellules (LHCN-M2 et ARMS) sont transfectées avec des oligonucléotides antisens 

(contre la µ-calpaïne ou contre la m-calpaïne) ou random (Tableau 3). Ces 

transfections sont réalisées en utilisant un lipide carrier, l'Oligofectamine Reagent 

(Invitrogen). L'Oligofectamine Reagent (0,5 µL/cm²) est incubé, à température 

ambiante, pendant 5 minutes dans du DMEM sans sérum. Les oligonucléotides sont 

alors ajoutés au mélange, à une concentration de 300 nM. Cette solution est incubée 

une seconde fois, à température ambiante, pendant 15 minutes. Cette deuxième 

incubation permet à l’Oligofectamine Reagent de s'associer aux oligonucléotides. Le 
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mélange transfectionnel est ensuite appliqué sur les cellules pour une durée de 

24 heures.  

Tableau 3 : Composition des oligonucléotides antisens .  

antisens séquence 

Random ASR 5’ATGCCCGCACCCCAGGCGGTC3’ 

ASµC 5’TGACATCAGTTCCGTAGGCCG3’ 

ASmC 5’ATGCGACCCCAGCCCCTCGCG3’ 

 

 

4. Tests d’adhésion 

 

Dans le but de mesurer la cinétique d’adhésion des différentes lignées cellulaires, les 

cellules sont ensemencées dans du milieu de quiescence (DMEM, 0,1% FBBS) dans 

des boîtes 96 puits, à une densité de 5.10-3 cellules/cm2. À différents temps après 

ensemencement, les cellules sont lavées trois fois avec du PBS et fixées avec du PAF 

4% (paraformaldéhyde) pendant 15 minutes. Les cellules subissent ensuite une 

déshydratation à l’éthanol 70° sur la nuit. La déshydratation achevée, elles sont 

colorées à l’hémalun de Hansen et comptées.  

Le taux d’adhésion, exprimé en pourcentage, est défini par le nombre de cellules 

ayant adhérées par rapport au nombre de cellules ensemencées.  

L’implication des calpaïnes dans l’adhésion des différentes lignées est évaluée en 

inhibant leur activité avec de la calpeptine, à des concentrations de 40 et 60 µM, dès 

l’ensemencement. 

 

5. Tests de migration  

 

L’évaluation des différentes caractéristiques cinétiques des quatre lignées cellulaires 

a été effectuée par vidéo-microscopie. 

Les cellules sont ensemencées à une densité de 4.103 cellules/cm2, dans des boîtes 

de culture de 35 mm de diamètre, à fond en verre, contenant du milieu de 

quiescence. Pour les études de migration sur gélatine, les boîtes à fond en verre 

sont au préalable gélatinisées (1 mg/mL, 1 heure).  
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Huit heures après l’ensemencement, les cellules sont placées dans une chambre 

d’incubation (37°C, saturation CO2 : 5%) et observées en contraste de phase, en 

vidéo-microscopie, à l’aide d’un microscope inversé Leica AF DMI6000. Les images 

sont prises avec un intervalle de 15 minutes pendant une durée d’expérimentation 

de 18 heures (soit 73 prises de vue).  

La vitesse de migration des cellules est définie comme la moyenne de 73 

déplacements du centroïde/intervalle de temps entre deux images (15 minutes). 

Cette analyse a été faite avec le logiciel Metamorph (Molecular device).  

Ces enregistrements suivis de l’utilisation du logiciel Metamorph ont aussi permis de 

déterminer la répartition des cellules en fonction de leur vitesse de migration, l’aire 

de dispersion des cellules ainsi que leur capacité dispersive ∆. ∆ est définie comme 

la distance séparant le point de départ de la cellule au début de l’enregistrement et 

sa localisation finale, 18 heures après.  

L’implication des calpaïnes sur la migration est évaluée en inhibant leur activité avec 

de la calpeptine, à une concentration de 50 µM, ajoutée au milieu de quiescence au 

début de l’enregistrement.  

 

6. Tests d’invasion 

 

La capacité invasive des RMS, C2C12 et LHCN-M2 a été mesurée en utilisant des 

chambres de Boyden (BD Biosciences). La base des inserts de culture utilisés est une 

membrane PET percée de pores de 8 µm de diamètre.  

Les cellules sont ensemencées, à une densité de 105 cellules/cm2, sur la membrane, 

dans du milieu de quiescence (DMEM supplémenté avec 0,1% FBS). Du milieu de 

quiescence est aussi ajouté sous la membrane.   

Après 48 heures d’incubation, les cellules restées au-dessus de la membrane sont 

éliminées par grattage. Les cellules localisées sous la membrane sont fixées avec du 

PAF (4%), et déshydratées sur la nuit, dans de l’éthanol 70°. Passé ce délai, les 

cellules sont colorées à l’hémalun de Hansen et dénombrées.  

La même expérience est réalisée avec des inserts de culture dont la membrane PET 

est recouverte de Matrigel (collagène, laminine et entactine). De même, les cellules 

ayant traversé la membrane sont colorées puis dénombrées. Pour traverser la 
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membrane PET, les cellules ont dégradé le matrigel ; ces cellules sont donc 

invasives.  

Le taux d’invasion est défini par le nombre de cellules invasives par rapport au 

nombre de cellules ayant traversé la membrane sans matrigel (par simple migration 

sans dégradation de matrice).  

L’indice d’invasion, permettant de comparer les capacités invasives des différents 

types cellulaires est défini par le rapport entre le taux d’invasion des cellules testées 

et le taux d’invasion des cellules prises pour témoins (LHCN-M2).  

L’implication des calpaïnes dans la capacité invasive des différents types cellulaires 

est évaluée en inhibant leur activité avec de la calpeptine, à une concentration de 50 

µM, ajoutée lors de l’ensemencement.  

 

7. Marquage du cytosquelette d’actine  

 

Les différents types cellulaires sont ensemencés sur des lamelles de verre 

gélatinisées (1 mg/mL, 1 heure) dans des boîtes de culture contenant du milieu de 

quiescence. Quarante-huit heures après l’ensemencement, les cellules sont lavées 

avec du PBS puis fixées au PAF (4%) pendant 15 minutes (Figure 51). Elles sont 

ensuite perméabilisées, 3 minutes, avec du PBS-Triton X-100 (1%).  

L’actine F polymérisée est marquée avec de la phalloïdine couplée FITC ou TRITC 

(0,5 µM), en fonction des besoins, pendant 40 minutes. Les cellules sont ensuite 

lavées trois fois avec du PBS. Après montage sur lame, les cellules sont observées 

avec un microscope à épifluorescence (Leica AF DMI6000).  

L’implication des calpaïnes sur le cytosquelette d’actine est mise en évidence en 

présence de calpeptine, à une concentration de 50 µM. La calpeptine est ajoutée au 

milieu de culture 4 heures avant la fixation.  
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Perméabilisation : PBS/Triton X-100 1%, 3 minutes 

C2C12, LHCN-M2, ARMS ou ERMS
15 000 cellules/cm2

Rinçage  PBS 1X

Fixation PAF (4%), 15 minutes

Rinçage deux fois PBS 1X

Phalloïdine 0,5 µM, 40 minutes

Rinçage 3 fois PBS

Montage entre lame et 
lamelle, observation

Figure 51 : Étapes du marquage du cytosquelette d’actine dans l es différentes lignées 
cellulaires.  

 

8. Immuno-localisation cellulaire 

 

Pour les immuno-localisations, les différents types cellulaires sont cultivés sur des 

lamelles en verre gélatinisées, dans du milieu de quiescence, pendant 48 heures. Les 

cellules sont ensuite fixées avec du PAF 4% pendant 15 minutes puis, elles sont 

perméabilisées avec du PBS-Triton X-100 (1%), pendant 3 minutes. Les sites de 

fixation aspécifiques pour les anticorps primaires sont bloqués par une incubation 

d’une heure dans du PBS-BSA (3%).  

Les cellules incubent ensuite 3 heures avec les anticorps primaires dirigés contre la 

m-calpaïne, la µ-calpaïne, la calpastatine ou la vinculine (tableau 4). À la fin de cette 

période d’incubation, les cellules sont rincées trois fois avec du PBS-BSA (3%) puis, 

elles sont incubées avec les anticorps secondaires appropriés (tableau 4), pendant 

1 heure. Les cellules sont lavées trois fois et montées sur lames. Les localisations 

des diverses protéines sont réalisées avec un microscope à épifluorescence (Leica AF 

DMI6000). 
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Tableau 4 : Liste des anticorps primaires et secondaires utilis és pour l’immuno-localisation 
de la µ-calpaïne, de la m-calpaïne, de la calpastat ine et de la vinculine, dans les différentes 
lignées cellulaires .  

 anticorps I anticorps II 
µ-calpaïne anti-µ-calpaïne (souris) 

Chemicon 
MAB3104 
dilution : 1/50 

anti-mouse-Alexa594-conjugated 
Molecular Probes 
 
dilution : 1/3000 

m-calpaïne anti-m-calpaïne (chèvre)  
Santa-Cruz Biotechnology 
N-19 sc-7533 
dilution : 1/50 

anti-goat-Alexa594-conjugated 
Molecular Probes 
 
dilution : 1/1000 

calpastatine anti-calpastatine (lapin) 
Santa-Cruz Biotechnology 
H-300 sc-20779 
dilution 1/50 

anti-rabbit-Alexa488-conjugated 
Molecular Probes 
 
dilution : 1/3000 

vinculine anti-vinculine (souris) 
Sigma Aldrich 
V-9131 
dilution : 1/50 

anti-mouse-Alexa594-conjugated 
Molecular Probes 
 
dilution : 1/1000 
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9. Transfection de la tropomyosine 

 

Les différents types cellulaires sont ensemencés la veille dans du DMEM 

supplémenté avec 10% FBS, pour les RMS et les C2C12 et avec 20% FBS pour les 

LHCN-M2.  

L’ADN codant pour la tropomyosine (plasmide : pEGFPC2-TMα) est transfecté en 

utilisant l’Effectene transfection Reagent (Quiagen) (Figure 52). Les cellules sont 

observées 48 après la transfection. 

 

0,8 µg d’ADN (codant pour la tropomyosine)
+

60 µl Buffer EC
+

1,6 µl de Enhancer

1 seconde ((vortex))

Incubation 5 min à RT

+ 5 µl Effectene
transfection reagent

10 secondes ((vortex))

Incubation 10 min à RT

+ 350 µl DMEM 
10% ou 20% FBS

ARMS
20 000 cellules/cm2

Figure 52 : Étapes de la transfection de la tropomyosine dans l es ARMS.  
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10. RT QPCR 

 

Le niveau d’expression des ARNm de la µ-calpaïne et de la m-calpaïne des LHCN-M2, 

ARMS et ERMS a été étudié par RT QPCR (Reverse Transcription Quantitative 

Polymerase Chain Reaction). 

L’extraction des ARN totaux des LHCN-M2, ARMS et ERMS est réalisée à l’aide du kit 

SV Total RNA Isolation (Promega). Les ARN extraits sont ensuite dosés.  

 

10.1. Transcription inverse 

 

La transcription inverse permet la transcription des ARN en ADNc (ADN 

complémentaire) via l’utilisation de random primers (Promega) et de dNTP (dATP 

(désoxy adénine tri-phosphate), dCTP (désoxy cytosine tri-phosphate), dGTP 

(désoxy guanine tri-phosphate), dTTP (désoxy thymine tri-phosphate)). Les ARN 

sont incubés 5 minutes, à 65°C, en présence de ces deux composants puis, refroidis 

rapidement à 4°C. Le tampon de la transcriptase inverse (1X), du DTT et de la 

RNasin (inhibiteur de RNase) sont ensuite ajoutés. Après 2 minutes d’incubation, à 

37°C, la M-MLV RT est ajoutée. L’ensemble est incubé 10 minutes à 25°C, 

50 minutes à 37°C puis 15 minutes à 70°C.  

 

10.2. QPCR 

 

La QPCR est réalisée avec un thermocycleur LightCycler (Roche) à air pulsé couplé à 

un microspectrofluoromètre et piloté par un ordinateur qui permet l’acquisition en 

temps réel des données ainsi que leur traitement.  

La détection des ADNc est possible grâce à la présence du SYBR Green (fluorophore) 

qui est capable de lier l’ADN double brin. Sous forme libre, le SYBR Green n’est pas 

fluorescent. Il le devient lors de sa liaison à l’ADNc.  

Les programmes suivants ont été utilisés : 

- dénaturation : 1 cycle de 10 minutes à 90°C 

- amplification : 40 cycles : 10 secondes à 95°C, 5 secondes à 58°C, 

10 secondes à 72°C 
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- fusion : 1 cycle de 0 seconde à 95°C, 15 secondes à 65°C, 0 seconde à 95°C 

- refroidissement : 1 cycle de 30 secondes à 40°C. 

 

11. Western-Blot 

 

Les extraits protéiques sont préparés à partir de cellules incubées pendant 48h dans 

du milieu de quiescence. Après retrait du milieu de culture, les cellules sont rincées 

avec du PBS puis décollées des boîtes de culture par grattage dans du tampon de 

lyse 1X (Tris-phosphate (25mM); DTT (2mM), CDTA (2mM); Glycérol (10%) ; Triton 

X 100 (1%), pH 7,8) (à 4°C). Les lysats sont récupérés, soniqués quelques 

secondes, puis sont centrifugés, à 4°C, pendant 10 minutes, à 12000 rpm (rotations 

par minute) afin d’éliminer les débris cellulaires.  

Les extraits protéiques sont ensuite dosés selon la méthode de l’acide 

bicinchoninique (BCA). 

Du tampon de charge (β mercaptoéthanol (2,5%), Tris HCl (0,05mM), SDS (Sodium 

Dodécyl Sulfate) (1%), bleu de bromophénol (0,01%), glycérol (30%)) est ajouté 

dans 30 µg de protéines. Les protéines sont ensuite dénaturées à 95°C pendant 5 

minutes. La séparation des protéines est réalisée par SDS-PAGE (gel contenant 10% 

d’acrylamide), dans du tampon de migration (TG-SDS 10X (Tris 25mM, glycine 

25mM, SDS 0,1%) (10%), H2O (90%)). Les protéines séparées par électrophorèse 

sont transférées sur une membrane Immobilon-P (Millipore). Les membranes 

doivent au préalable être réhydratées (méthanol puis eau). Le transfert s’effectue en 

milieu semi-sec dans du tampon de transfert (TG-SDS 10X (10%), Méthanol (15%), 

H2O (75%)), à0,8mA/cm2 de membrane. Puis les membranes sont saturées à 

température ambiante pendant 60 min avec du TBS (Tris buffer saline : Tris 

(50mM), NaCl (138mM), KCl (2,7mM), pH 8) contenant 5% de lait demi-écrémé 

(p/v). Les membranes sont incubées avec les anticorps primaires (Tableau 5) dilués 

dans du TBS 1% lait, à 4°C, sur la nuit. 

Les membranes sont rincées trois fois avec du TBS et incubées pendant 60 min dans 

du TBS 1% lait contenant des anticorps secondaires appropriés (Tableau 5) couplés 

à la phosphatase alcaline, dilués au 1/10000. Après rinçage (3 fois avec du TBS), la 
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révélation est réalisée avec du NBT/BCIP, à l’abri de la lumière (Tampon de 

révélation : Tris (100mM), NaCl (100mM), MgCl2 (5mM)). 

La densité apparente des bandes est quantifiée à l’aide du logiciel Totalab 

(Progenesis). 

 

 

Tableau 5 : Liste des anticorps primaires et secondaires utilis és pour l’étude de 
l’expression de la vinculine, de µ-calpaïne, de la m -calpaïne, de l’ αααα-actine et de la ββββ-actine, 
dans les différentes lignées cellulaires .  

 anticorps I anticorps II 
vinculine (130 kDa) anti-vinculine (souris) 

Sigma-Aldrich 
V-9131 
dilution : 1/200 

anti-mouse, conjugué à la 
phosphatase alkaline 
Sigma-Aldrich 
dilution 1/10000 

µ-calpaïne (80 kDa) anti-µ-calpaïne (souris) 
Sigma-Aldrich 
C-0355 
dilution : 1/2500 

anti-mouse, conjugué à la 
phosphatase alkaline 
Sigma-Aldrich 
dilution 1/10000 

m-calpaïne (80 kDa) anti-m-calpaïne (mouton) 
Brustis et al., 1994 
Mouton 
dilution : 1/1000 

anti-sheep, conjugué à la 
phosphatase alcaline 
Sigma-Aldrich 
dilution 1/10000 

α-actine anti-α-actine (souris) 
Sigma-Aldrich 
A-2172 
dilution : 1/800 

anti-mouse, conjugué à la 
phosphatase alcaline 
Sigma-Aldrich 
dilution 1/10000 

β-actine anti-β-actine (souris) 
Sigma-Aldrich 
A-1978 
dilution : 1/500 

anti-mouse, conjugué à la 
phosphatase alcaline 
Sigma-Aldrich 
dilution 1/10000 

β-tubuline anti-β-tubuline (lapin) 
Santa Cruz Biotechnology 
H-235 sc-9104 
dilution : 1/500 

anti-rabbit, conjugué à la 
phosphatase alcaline 
Sigma-Aldrich 
dilution 1/10000 
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12. Analyse protéomique 

 

L’analyse protéomique bidimensionnelle a pour but de séparer les protéines d’un 

extrait cellulaire en fonction de leur charge (axe horizontal) et de leur masse 

moléculaire (axe vertical). L’analyse de la position des spots obtenus permet de 

mettre en évidence les variations d’expression protéique en fonction des différentes 

conditions. L’analyse des spots eux-mêmes permet l’identification des protéines par 

spectrométrie de masse.  

 

Les cellules sont placées, pendant 48 heures, en condition de quiescence.  

Pour les cellules traitées, la calpeptine ou l’inhibiteur III sont ajoutés, à la 

concentration de 100 µM et 50 µM, respectivement, pendant 4 heures.  

Le protéome des RMS traités avec la calpeptine ou l’inhibiteur III est comparé à celui 

des ARMS non-traités avec un inhibiteur des calpaïnes. 

 

12.1. Extraction et dosage des protéines 

 

Le tapis cellulaire est rincé deux fois, avec un tampon non-salin, Tampon Tris-

Sucrose (Tris 30mM, Sucrose 250mM). Puis les cellules sont détachées du support 

de culture par grattage dans du Tris-Sucrose. Elles sont ensuite centrifugées à 1000 

g, pendant 5 minutes, à 4°C. Le culot est repris par une solution de réhydratation 

contenant du tampon de lyse (Urée (7M), Thiourée (2M), CHAPS (4%), DTT (1%), 

de l’IPG buffer (0,5%) ainsi que des inhibiteurs de protéases (0,05%)) et est incubé 

30 minutes à température ambiante. La préparation est ensuite centrifugée à 10000 

g, pendant 15 minutes, à 20°C. Les protéines contenues dans le surnageant sont 

dosées selon la technique du kit de quantification Amersham Biosciences pour 2D. 

 

12.2. Première dimension 

 

L'électrofocalisation se fait sur des gels précoulés (strips de 24 cm) présentant un 

gradient de pH non-linéaire (pH 3 à 10). 480µg de protéines repris par du tampon 
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d'hydratation (volume final : 460 µl) contenant du bleu de bromophénol à l'état de 

trace, sont déposés sur les gels, de manière uniforme entre les deux électrodes. Le 

gel est ensuite placé dans l'IPGPhore (Amersham) (migration des protéines en 

fonction de leur point isoélectrique) et suit le programme suivant : 

- réhydratation pendant 12 heures 

- 200V pendant 1 heure 

- 500V pendant 1 heure 

- 1000V pendant 1 heure    

- 30 minutes en gradient de 1000 à 8000 V 

- 2 heures à 8000V. 

 

12.3. Deuxième dimension 

 

Les gels ayant servi à la première dimension sont équilibrés. Ils sont baignées de 

manière successive pendant 15 à 30 minutes dans une solution d'équilibration pH 

8,8 (Tris (50mM), Urée (6M), SDS (2%), Glycérol (30%)) contenant du DTT (5µM) 

pour le premier bain et de l’iodoacétate (231,1 mg) pour le second bain. Les gels 

avec les protéines séparées selon leur point isoélectrique sont ensuite déposés 

horizontalement sur un gel SDS-PAGE (12,5%) (Acrylamide/bis acryl 40%, tampon 

de séparation tris 1,5M pH 8,8, SDS et agents polymérisants (Temed et APS). Les 

strips sont recouverts d'une solution d'agarose Low Melting Point (1%) pour 

permettre un contact complet entre la strip et le gel. Lors de la deuxième dimension 

les protéines migrent en fonction de leur masse moléculaire ((Amersham) 5W/gel 

pendant 30 minutes puis, 17W/gel pendant 4 heures). 

 

12.4. Révélation 

 

Les gels sont démoulés et plongés, sur la nuit, dans un bain de coloration contenant 

du persulfate d’ammonium (0,4M), du bleu de coomassie (1%), de l’acide 

orthophosphorique (10%) et de l’éthanol. Les gels sont ensuite révélés par une série 

de bains de décoloration à l'acide acétique (5%, jusqu’à obtention d’un fond 

transparent (environ 24 heures).  
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12.5. Traitement des données 

 

Les gels sont scannés grâce au logiciel MagicImage, puis les données numériques 

sont traitées par le logiciel Samespot (Progenesis).  

 

12.6. Identification des spots 

 

Les spots représentant les protéines d’intérêt sont prélevés et analysés. Cette partie 

du travail a été confiée au pôle protéomique de l’Université Bordeaux 2.  

 

 

13. Analyses statistiques 

 

Les valeurs présentées correspondent aux moyennes obtenues après un minimum 

de trois manipulations indépendantes, accompagnées de leur erreur standard à la 

moyenne (e.s.m.). Les résultats sont comparés en utilisant le test-t de Student. Ils 

sont significativement différents lorsque p<0,05. 
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RÉSULTATS  

Un fait n’est rien par lui-même, il ne 

vaut que par l’idée qui s’y rattache 

ou par la preuve qu’il fournit. Claude 

Bernard.  

 

Comme souligné précédemment, les Rhabdomyosarcomes (RMS) peuvent acquérir 

un pouvoir invasif et former des métastases. Ainsi, dans le cadre de ces cancers du 

muscle, la compréhension des mécanismes régulant la capacité migratoire et 

invasive de ces cellules, conduisant à la formation de métastases, est-elle une étape 

importante dans la recherche de nouvelles thérapies visant à augmenter les chances 

de survie des patients.  

Parmi les nombreuses protéases impliquées dans la motilité cellulaire, il a été montré 

que les calpaïnes sont impliquées dans l’adhésion, la migration et l’invasion, trois 

processus indispensables à la dissémination métastatique et que ce système 

protéolytique est dérégulé dans de nombreux cancers.  

De nombreuses études ciblant le rôle des calpaïnes dans les processus migratoires 

ont été effectuées sur les fibroblastes ou encore sur les C2C12, myoblastes de 

souris. À l’heure actuelle, aucune étude n’a été réalisée sur les LHCN-M2, myoblastes 

humains qui semblent être un bon modèle de phénotype non-invasif pour l’étude du 

rôle des calpaïnes dans le phénotype tumoral de RMS.  

Les résultats obtenus ont mis en évidence une dérégulation du système 

protéolytique neutre calcium-dépendant dans les RMS, comparé aux LHCN-M2. 

L’impact de cette dérégulation au niveau de l’adhésion, de la morphologie et de 

l’agencement du cytosquelette d’actine, ainsi qu’au niveau de la migration et du 

pouvoir invasif a été étudié, en comparant les données obtenues dans les RMS à 

celles obtenues dans les LHCN-M2 ainsi qu’en inhibant l’activité calpaïne par le biais 

de la calpeptine (inhibiteur synthétique des calpaïnes) ou par la transfection 

d’oligonucléotides antisens. Enfin, une approche protéomique a été entamée afin de 

définir des cibles potentielles des calpaïnes pouvant être responsable du phénotype 

tumoral des RMS. 
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Certaines expérimentations ont été réalisées uniquement avec la lignée tumorale 

présentant le phénotype le plus agressif, les ARMS.   
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CHAPITRE 1 : ACTIVITE DES CALPAÏNES DANS LES RHABDOMYOSARCOMES 

 

1. Mise en évidence de la dérégulation de l’activité du système 

protéolytique neutre calcium-dépendant dans les RMS 

 

L’utilisation du t-Boc-LM-CMAC permet l’observation de l’activité calpaïne globale 

dans les différentes lignées cellulaires. Son entrée passive dans la cellule permet 

l’observation de l’activité calpaïne sur des cellules vivantes, à des concentrations 

calciques physiologiques.  

La fluorescence du t-Boc-LM-CMAC est plus forte dans les deux lignées de RMS 

(ERMS et ARMS) que dans les LHCN-M2 et les C2C12 (Figure 53A). Cette différence 

met en évidence une activité calpaïne plus forte dans les cellules tumorales. La 

quantification de la fluorescence et par extension, de l’activité calpaïne globale, des 

différents types cellulaires montre que les ARMS et les ERMS présentent, 

respectivement, une activité 2,6 et 2,1 fois supérieure à celles des LHCN-M2 (Figure 

53B).  

L’activité calpaïne des C2C12 bien que largement inférieure à celle des RMS, est 

néanmoins significativement supérieure à celle des cellules témoins.  

De même, l’activité de la µ-calpaïne, mise en évidence par l’utilisation du calpain 1 

substrate, est significativement supérieure dans les RMS, comparée à celle des 

cellules non-tumorales (Figure 53C). Les ARMS et les ERMS présentent, 

respectivement, une activité µ-calpaïne 2,3 fois et 2,7 fois supérieure à celle des 

LHCN-M2 

 

Cette activité calpaïne élevée peut être, entre autre, induite par une augmentation 

de l’expression de la µ-calpaïne et de la m-calpaïne ou une diminution de 

l’expression de leur inhibiteur endogène spécifique, la calpastatine. 
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Figure 53 : Observation (A) et quantification (B) de l’activité des calpaïnes ubiquitaires et de 
la µ-calpaïne (C) dans les LHCN-M2, les C2C12, les ARMS et les ERMS. L’utilisation du t-BOC-
LM-CMAC permet l’observation de l’activité calpaïne globale, sur cellules vivantes (A) ainsi que sa 
quantification (B). Le calpain 1 substrat permet la quantification de l’activité de la µ-calpaïne sur 
cellules fixées (C). L’acquisition des images (représentatives de la population cellulaire) a été
réalisée à l’aide d’un microscope à épifluorescence (Leica AF DMI6000). L’activité calpaïne a été
quantifiée avec le logiciel Metamorph.
Les échelles de taille représentent 10 µm. Les résultats sont exprimés en pourcentage d’activité par 
rapport aux cellules témoins LHCN-M2. Les barres d’erreurs représentent les e.s.m. calculées sur 
au moins trois expériences indépendantes. 
*: significativement différent du témoin (p<0,05). 
Les valeurs numériques des résultats des figures 54A et B ainsi que des t-tests sont présentées 
dans le chapitre Annexes, Tableaux 6 et 7.
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2.  Quantification de l’expression des différents composants du 

système neutre protéolytique calcium-dépendant 

 

L’expression protéique des différents composants du système protéolytique neutre 

calcium-dépendant a été quantifiée en vue d’expliquer la forte activité calpaïne 

observée dans les ARMS et dans les ERMS (Figure 54). 

La µ-calpaïne est significativement moins exprimée dans les deux lignées de RMS, 

comparée aux LHCN-M2 (Figure 54A). Son expression est diminuée de 70% dans les 

ARMS et de 60% dans les ERMS (expression de la µ-calpaïne dans les ARMS : 

29,73+2,03 et dans les ERMS : 39,53+3,32, par rapport à l’expression de la µ-

calpaïne dans les cellules témoins LHCN-M2). 

De même, la m-calpaïne est significativement moins exprimée dans les deux lignées 

de RMS, comparée à son expression dans les LHCN-M2 (Figure 54B). Elle est 

diminuée de 42% dans les ARMS et de 47% dans les ERMS (expression de la m-

calpaïne dans les ARMS : 58,43+2,90 et dans les ERMS : 52,80+2,69, par rapport à 

l’expression de la m-calpaïne dans les cellules témoins LHCN-M2). 

D’autre part, l’expression de la calpastatine est elle aussi très fortement diminuée, 

de 86% dans les ARMS et de 74% dans les ERMS (expression de la calpastatine 

dans les ARMS : 14,60+0,92 et dans les ERMS : 26,19+2,84, par rapport à 

l’expression de la calpastatine dans les cellules témoins LHCN-M2). 

La synthèse protéique de calpaïnes est fortement diminuée dans les cellules 

tumorales ce qui devrait conduire à une activité calpaïne plus faible que dans les 

cellules saines mais l’effondrement de la synthèse de leur inhibiteur, la calpastatine, 

conduit à une activité calpaïne globalement plus élevée dans les cellules tumorales 

comparativement à leurs homologues saines. Ainsi, la forte activité calpaïne dans les 

RMS n’est-elle pas due à une augmentation de la synthèse protéique des calpaïnes 

mais à une diminution de la quantité de calpastatine.  

 

Afin de définir à quel niveau (transcriptionnel ou traductionnel) à lieu la dérégulation 

de l’expression de la µ-calpaïne et de la m-calpaïne, l’expression des ARNm de ces 

dernières a été quantifiée (Figure 55). 
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Bien que le taux d’expression des ARNm de la µ-calpaïne soit plus faible dans les 

cellules tumorales que dans les cellules saines, il n’y a pas de différence significative 

entre l’expression des ARNm de la µ-calpaïne entre les différents types cellulaires 

(Figure 55A). La diminution de sa synthèse protéique serait donc due à une 

dérégulation post-transcriptionnelle. Contrairement à la µ-calpaïne, la m-calpaïne 

présente une diminution significative de la quantité d’ARNm dans les deux lignées de 

RMS (Figure 55B). Cette diminution est de 41% dans les RMS et de 54% dans les 

ERMS. La dérégulation de la m-calpaïne affecte donc l’étape de transcription du gène 

codant pour cette protéine. 
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Figure 54 : Expression de la µ-calpaïne (A), de la m-calpaïne ( B) et de la calpastatine (C) 
dans les LHCN-M2, les ARMS et les ERMS, en migratio n. Les protéines sont extraites 48h après 
ensemencement en milieu de quiescence et sont séparées par SDS-PAGE.  
Les résultats, corrigés par la β-tubuline, sont exprimés en pourcentage d’expression par rapport aux 
témoins LHCN-M2. Les barres d’erreurs représentent les e.s.m. calculées sur trois expériences 
indépendantes. 
* : significativement différent du témoin (p<0,05). 
Les valeurs numériques des résultats ainsi que des t-tests sont présentées dans le chapitre 
Annexes, Tableau 8.  
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Figure 55 : Niveau d’expression des ARNm de la µ-calpaïne (A) et  de la m-calpaïne (B) dans 
les LHCN-M2, les ARMS et les ERMS, en migration. Les niveaux d’expression des ARNm ont été
déterminés par RT-qPCR.  
Les résultats sont exprimés en pourcentage d’expression par rapport aux témoins LHCN-M2. Les 
barres d’erreurs représentent les e.s.m. calculées sur au moins trois expériences indépendantes. 
* : significativement différent du témoin (p<0,05).
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3. Localisation des composants du système protéolytique neutre 

calcium-dépendant 

 

Les composants du système protéolytique neutre calcium-dépendant ont été 

localisés dans les LHCN-M2, ARMS et ERMS (Figure 56). Une localisation avait déjà 

été effectuée, au laboratoire, dans les C2C12 [Mazères et al., 2006]. Dans ces 

cellules de souris, la µ-calpaïne présente un gradient de concentration décroissant 

du centre de la cellule vers la périphérie, de même que la calpastatine. La m-

calpaïne quant-à elle est concentrée dans les extensions membranaires.  

Dans les myoblastes humains, la µ-calpaïne est localisée dans tout le cytoplasme 

(Figure 56A). Plus précisément, elle se présente sous forme de structures rectilignes 

parallèles à l’axe principal de la cellule. Dans les deux lignées de cellules tumorales, 

la µ-calpaïne est aussi localisée dans le cytoplasme et présente un gradient de 

concentration du centre de la cellule vers la périphérie (Figure 56D et 56G). Aucun 

agencement particulier n’a été mis en évidence ni dans les ARMS, ni dans les ERMS. 

La m-calpaïne a une localisation identique dans les trois types cellulaires : elle est 

cytoplasmique, concentrée autour du noyau. Elle se présente sous forme de spots 

individualisés (Figure 56B, 56E et 56H).   

Tout comme la m-calpaïne, la calpastatine possède la même localisation dans les 

LHCN-M2 et dans les deux lignées de RMS (Figure 56C, 56F et 56I). Elle est 

cytoplasmique et est observée sous forme d’un gradient de concentration du centre 

de la cellule vers les extrémités.  

Ainsi, parmi les composants du système protéolytique neutre calcium-dépendant, 

seule la µ-calpaïne présente-t-elle une différence de localisation entre les myoblastes 

humains et les cellules tumorales.  
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Figure 56 : Localisation des composants du système protéolytiqu e neutre calcium-
dépendant dans les différents types cellulaires. Après 48 heures de culture dans du milieu de 
quiescence, les cellules sont fixées et perméabilisées. La localisation protéique est obtenue par 
immunofluorescence de la µ-calpaïne, de la m-calpaïne et de la calpastatine dans les LHCN-M2 (A, 
B et C, respectivement), dans les ARMS (D, E et F, respectivement) et dans les ERMS (G, H et I, 
respectivement). 
Les échelles de taille représentent 10 et 50 µm. Les résultats sont représentatifs d’au moins trois 
expériences indépendantes. 
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Cette activité calpaïne globale plus élevée dans les RMS, doit avoir des répercussions 

au niveau morphologique, cytosquelettique ainsi que sur les capacités adhésive, 

migratoire et invasive de ces cellules.  
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CHAPITRE 2 : IMPLICATION DES CALPAÏNES DANS L’ADHESION  
 

 
1. Les RMS présentent un défaut d’adhésion 

 

Les tests d’adhésion effectués sur les LHCN-M2, les C2C12, les ARMS et les ERMS 

mettent en évidence un défaut d’adhésion des RMS (Figure 57).  

Les LHCN-M2 et les C2C12 ont une cinétique d’adhésion similaire. Elles présentent 

un taux d’adhésion supérieur à 50%, 2 heures après ensemencement. Huit heures 

après ensemencement, 100% des cellules ont adhéré. Contrairement aux cellules 

non-tumorales, seulement moins de 40% des RMS ont adhéré, 8 heures après 

ensemencement (36,90+3,03% et 34,57+3,81 pour les ARMS et les ERMS, 

respectivement).  

 

 

 

 

Figure 57 : Cinétique d’adhésion des LHCN-M2, C2C12, ARMS et ER MS, de 0 à 8 heures 
après ensemencement. Les cellules sont ensemencées dans du DMEM supplémenté avec 0,1% 
de FBS. Après différents temps d’incubation, les cellules sont fixées avec du PAF 4%. Après 
coloration à l’hémalun de Hansen, elles sont dénombrées. Le taux d’adhésion représente le rapport 
entre le nombre de cellules ayant adhéré et le nombre de cellules ensemencées. 
Les barres d’erreurs représentent les e.s.m. calculées sur trois expériences indépendantes. 
* : significativement différent des LHCN-M2 (p<0,05). 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

0 1 2 4 6 8

Temps après ensemencement  (heures)

T
au

x 
d'

ad
hé

si
on

 (
%

) LHCN-M2

C2C12

ARMS

ERMS* *
* *

* *
*

*
* *

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

0 1 2 4 6 8

Temps après ensemencement  (heures)

T
au

x 
d'

ad
hé

si
on

 (
%

) LHCN-M2

C2C12

ARMS

ERMS* *
* *

* *
*

*
* *

 



RESULTATS – CHAPITRE 2 : IMPLICATION DES CALPAÏNES DANS L’ADHESION 

- 144 -  

  
2. Les calpaïnes sont impliquées dans l’adhésion cellulaire 

 

L’inhibition de l’activité calpaïne par ajout de calpeptine, à des concentrations de 40 

ou 60 µM entraîne une diminution du taux d’adhésion des cellules non-tumorales, 

LHCN-M2 et C2C12 (Figure 58A et 58B). Huit heures après ensemencement, cette 

diminution est de 40% pour les LHCN-M2 et de 46% pour les C2C12 avec une 

concentration en calpeptine de 40 µM et de 55% avec une concentration de 60 µM. 

Lorsque leur activité calpaïne est inhibée, les LHCN-M2 et les C2C12 présentent une 

cinétique d’adhésion comparable.  

L’inhibition des calpaïnes, dans les ARMS tend à induire une diminution du taux 

d’adhésion (Figure 58C). Cette diminution n’est cependant significative qu’à 2 heures 

et 4 heures après ensemencement en présence de calpeptine à une concentration 

de 40 µM ainsi qu’en présence de calpeptine à une concentration de 60 µM, à partir 

de 2 heures. À cette concentration, 8 heures après ensemencement, les ARMS 

présentent une diminution de leur taux d’adhésion de 18% par rapport aux 

conditions standards.  

Dans les ERMS, l’inhibition des calpaïnes n’a pas d’effet sur la cinétique d’adhésion, 

ni avec 40 µM, ni avec 60 µM de calpeptine (Figure 58D). 
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Figure 58 : Cinétique d’adhésion des LHCN-M2, C2C12, ARMS et ER MS, en fonction de la 
concentration en calpeptine, de 0 à 8 heures après e nsemencement . Les cellules sont 
ensemencées dans du DMEM supplémenté avec 0,1% de FBS. Les cellules sont traitées avec de la 
calpeptine (ajoutée lors de l’ensemencement) à des concentrations de 0, 40 et 60 µM.
Après différents temps d’incubation, les cellules sont fixées avec du PAF 4%. Après coloration à
l’hémalun de Hansen, elles sont dénombrées. Le taux d’adhésion représente le rapport entre le 
nombre de cellules ayant adhéré et le nombre de cellules ensemencées. 
Les barres d’erreurs représentent les e.s.m. calculées sur trois expériences indépendantes. 
* : significativement différent du témoin non traité (p<0,05).
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3. Localisation de la vinculine, marqueur des plaques d’adhésion 

 

Le défaut d’adhésion mis en évidence dans les RMS a conduit à comparer la 

localisation de la vinculine, molécule caractéristique des plaques d’adhésion, dans les 

différentes lignées cellulaires (Figure 59). Cette localisation est observée par 

immunofluorescence, dans les cellules en migration, 48 heures après 

ensemencement dans du milieu de quiescence.  

De manière générale, la vinculine se situe à la face ventrale de la cellule, notamment 

aux extrémités des fibres de stress (au niveau des adhésions focales), comme 

illustré dans l’exemple des LHCN-M2, dans la figure 59A.   

Dans les LHCN-M2, la vinculine est répartie sur toute la face ventrale de la cellule 

(Figure 59B). De même, dans les C2C12, la vinculine est présente sur toute la face 

ventrale cellulaire (Figure 59C). Dans ces deux lignées, une plus forte concentration 

de la vinculine est observée à la périphérie cellulaire.  

Dans les ARMS, la vinculine est aussi localisée à la face ventrale de la cellule. Elle 

présente une concentration particulière au centre ainsi qu’au niveau des limites du 

pourtour de la cellule (Figure 59D). Cette localisation est identique dans les ERMS 

(non illustré).  

 

L’inhibition des calpaïnes avec de la calpeptine, à une concentration de 50 µM, induit 

une modification de la localisation de la vinculine, la concentrant en périphérie 

cellulaire, dans les différents types cellulaires (Figure 59 E, F, G).  
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Figure 59 : Localisation de la vinculine, marqueur des plaques d’adhésion, dans les 
différentes lignées cellulaires (LHCN-M2, C2C12 et ARMS), traitées ou non avec de la 
calpeptine (50 µM) . Localisation de la vinculine aux extrémités des fibres de stress dans les LHCN-
M2 (A). Le cytosquelette d’actine est marqué en vert et la vinculine, en rouge. 
Localisation de la vinculine dans les LHCN-M2 (B), C2C12 (C) et ARMS (D) non traitées ainsi que 
dans les LHCN-M2 (E), C2C12 (F) et ARMS (G) traitées avec 50 µM de calpeptine. 
Les échelles de taille représentent 10 et 50 µm. Les résultats sont représentatifs de la population 
cellulaire d’au moins trois expériences différentes. 

LHCN-M2

 



RESULTATS – CHAPITRE 2 : IMPLICATION DES CALPAÏNES DANS L’ADHESION 

- 148 -  

4. Expression de la vinculine 

 

L’inhibition des calpaïnes réduisant l’adhésion cellulaire et/ou modifiant la localisation 

des adhésions focales, l’expression de la vinculine est quantifiée dans les LHCN-M2 

et les ARMS, en présence et en absence de calpeptine (Figure 60A) ainsi qu’après un 

traitement avec des oligonucléotides antisens dirigés contre la µ-calpaïne ou la m-

calpaïne (Figure 60B et C).  

Dans les LHCN-M2, l’inhibition des calpaïnes par l’ajout de calpeptine, à une 

concentration de 50 µM, induit une multiplication de la quantité de vinculine par 

deux. 

L’inhibition des calpaïnes induit une diminution significative, statistiquement, de 

l’expression de la vinculine, de 14%. Cependant, cette diminution est faible et ne 

saurait refléter une forte régulation de cette protéine par les calpaïnes. (Figure 60A). 

Ces résultats semblent donc indiquer l’existence d’une seconde voie de régulation de 

l’expression de la vinculine, plus dominante que celle impliquant les calpaïnes.   

Les résultats obtenus après traitement avec des oligonucléotides dirigés contre la µ-

calpaïne ou la m-calpaïne confirment, dans les LHCN-M2, que l’inhibition des 

calpaïnes induit une augmentation de la quantité de vinculine (augmentation de 

14%). Dans les ARMS, les résultats obtenus après traitement avec les 

oligonucléotides antisens dirigés contre la µ-calpaïne indiquent que cette dernière 

n’intervient pas dans la régulation de l’expression de la vinculine. L’inhibition de la 

m-calpaïne entraîne une diminution significative de l’expression de la vinculine. 

Cependant pour les raisons citées ci-dessus, les résultats semblent indiquer que la 

m-calpaïne n’intervient pas, ou faiblement dans l’expression de la vinculine.  
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Figure 60 : Expression de la vinculine dans les LHCN-M2 et les ARMS en présence ou non 
de calpeptine (A) et après traitement avec des anti sens oligonucléotides dirigés contre la µ-
calpaïne ou la m-calpaïne (B, LHCN-M2 ; C, ARMS). Le niveau d’expression de la vinculine a été
quantifié et exprimé en pourcentage d’expression par rapport au niveau d’expression des cellules 
témoins non traitées avec la calpeptine ou transfectées avec l’oligonucléotide Random. 
Les barres d’erreurs représentent les e.s.m. calculées sur trois expériences indépendantes. 
* : significativement différent du témoin non traité (p<0,05).
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Figure 60 : Expression de la vinculine dans les LHCN-M2 et les ARMS en présence ou non 
de calpeptine (A) et après traitement avec des anti sens oligonucléotides dirigés contre la µ-
calpaïne ou la m-calpaïne (B, LHCN-M2 ; C, ARMS). Le niveau d’expression de la vinculine a été
quantifié et exprimé en pourcentage d’expression par rapport au niveau d’expression des cellules 
témoins non traitées avec la calpeptine ou transfectées avec l’oligonucléotide Random. 
Les barres d’erreurs représentent les e.s.m. calculées sur trois expériences indépendantes. 
* : significativement différent du témoin non traité (p<0,05).
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CHAPITRE 3 : IMPLICATION DES CALPAÏNES DANS LA MORPHOLOGIE ET LE 

CYTOSQUELETTE D’ACTINE 

 

1. Implication des calpaïnes dans la morphologie des cellules 

 

La morphologie des différents types cellulaires, en migration, a été observée sur 

verre et sur gélatine (Figure 61). 

La morphologie des LHCN-M2, C2C12 ainsi que des ERMS ne sont pas affectées par 

le substrat de migration.  

Les LHCN-M2 et les C2C12 présentent une morphologie allongée. Elles présentent 

des extensions membranaires de type filopode et lamellipode. À la différence de ces 

dernières, les ERMS sont plus pauvres en cytoplasme et possèdent un noyau plus 

volumineux. Les extensions membranaires des ERMS sont moins distinctes et plus 

petites.  

Sur verre, les ARMS ont une morphologie peu différente des ERMS. Cependant, 

contrairement aux autres types cellulaires, les ARMS présentent, sur gélatine, de 

larges extensions membranaires de type lamellipode et filopode (Figure 61G).  

 

L’inhibition des calpaïnes, par l’ajout au milieu de culture de calpeptine, à une 

concentration de 50 µM, induit une modification de la morphologie des différents 

types cellulaires (Figure 62). Les cellules s’arrondissent et les protrusions 

membranaires, plus petites, sont plus trapues.  

L’impact de cette inhibition est identique pour les quatre lignées cellulaires. 
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Figure 61 : Morphologie des différents types cellulaires en mig ration, sur verre ou gélatine. 
Les images ont été prises plus de 8 heures après ensemencement, lorsque toutes les cellules ont 
adhéré, avec un microscope inversé Leica, en contraste de phase. 
LHCN-M2, C2C12, ARMS et ERMS migrant sur verre (A, B, C et D, respectivement) et sur gélatine 
(E, F, G et H, respectivement). 
Les échelles de taille représentent 50 µm. Les résultats sont représentatifs de la population cellulaire 
d’au moins trois expériences différentes.  
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Figure 62 : Morphologie des différents types cellulaires en mig ration, après inhibition des 
calpaïnes. Les images ont été prises plus de 8 heures après ensemencement, sur verre, lorsque 
toutes les cellules ont adhéré, avec un microscope inversé Leica, en contraste de phase. 
LHCN-M2, C2C12, ARMS et ERMS, après traitement avec de la calpeptine (50 µM), migrant sur 
verre (A, B, C et D, respectivement).
Les échelles de taille représentent 50 µm. Les résultats sont représentatifs de la population cellulaire 
d’au moins trois expériences différentes.  
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2. Désorganisation du cytosquelette dans les cellules tumorales 

 

Le cytosquelette d’actine, moteur de la migration cellulaire est observé dans les 

différents types cellulaires (Figure 63). 

Les LHCN-M2 ainsi que les C2C12 présentent un cytosquelette d’actine organisé en 

fibres de stress, parallèles à l’axe principal de la cellule (Figure 63A et B). Ces fibres 

soutiennent les extensions membranaires. Cet agencement est particulièrement 

marqué dans les myoblastes humains.  

Contrairement aux cellules non-tumorales, le cytosquelette d’actine des RMS est 

désorganisé, il ne présente aucune fibre de stress (Figure 63C et D). L’actine F, 

localisée dans tout le cytoplasme des cellules tumorales, présente, tout de même, 

une concentration préférentielle au niveau de la périphérie cellulaire.  

Figure 63 : Observation du cytosquelette d’actine des différent es lignées cellulaires en 
migration. Les cellules sont cultivées pendant 48 heures dans du milieu de quiescence. Après 
fixation et perméabilisation, le cytosquelette d’actine est marqué avec de la phalloïdine-TRITC dans 
les différents types cellulaires : LHCN-M2, C2C12, ARMS et ERMS (A, B, C et D, respectivement).
Les échelles de taille représentent 10 et 50 µm. Les résultats sont représentatifs de la population 
cellulaire d’au moins trois expériences différentes.  
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3. Implication des calpaïnes dans l’agencement du cytosquelette 

 

L’inhibition des calpaïnes par l’ajout de calpeptine à une concentration de 50 µM, au 

milieu de culture, entraîne une modification du cytosquelette d’actine des différents 

types cellulaires (Figure 64). 

Dans les LHCN-M2 ainsi que dans les C2C12, l’actine F n’est plus organisée en fibres, 

au centre de la cellule ; elle reste structurée en fibre de stress uniquement en 

périphérie cellulaire où elle se concentre (Figure 64A et B). 

Dans les RMS, l’inhibition des calpaïnes accentue la concentration de l’actine F en 

périphérie de la cellule (Figure 64C et D).   

 

Figure 64 : Observation du cytosquelette d’actine des différent es lignées cellulaires en 
migration, après traitement avec de la calpeptine. Les cellules sont cultivées pendant 48 heures 
dans du milieu de quiescence. Quatre heures avant la fixation, de la calpeptine est ajoutée au milieu 
de culture, à une concentration de 50 µM. Après fixation et perméabilisation des cellules, le 
cytosquelette d’actine est marqué avec de la phalloïdine-TRITC dans les LHCN-M2, C2C12, ARMS 
et ERMS traitées avec de la calpeptine (A, B, C et D, respectivement).
Les échelles de taille représentent 10 et 50 µm. Les résultats sont représentatifs de la population 
cellulaire d’au moins trois expériences différentes.  

 

 



RESULTATS – CHAPITRE 3 : IMPLICATION DES CALPAÏNES DANS LA MORPHOLOGIE ET LE 

CYTOSQUELETTE D’ACTINE 

- 156 -  

4. Régulation du cytosquelette d’actine par les calpaïnes 

 

L’inhibition des calpaïnes ayant un impact sur l’agencement du cytosquelette, la 

quantification de l’actine F est réalisée en présence et en absence de calpeptine 

(Figure 65). 

Quelque soit le type cellulaire, l’inhibition des calpaïnes, par la calpeptine, induit une 

augmentation de la quantité d’actine F. Cette augmentation est de 19% pour les 

LHCN-M2, de 24% pour les C2C12, de 12% pour les ARMS et de 17% pour les 

ERMS.  

Ce résultat est confirmé par l’effet de l’inhibition des calpaïnes par l’inhibiteur III, 

inhibiteur plus spécifique que la calpeptine, sur la quantité d’actine F des ARMS 

(Figure 66). Cette inhibition entraîne une augmentation de 17,86+3% (n=3) de la 

quantité d’actine polymérisée (t-test p<0,01).  

 

La régulation de la polymérisation de l’actine F impliquant les calpaïnes et la µ-

calpaïne ayant une localisation en fibre dans les LHCN-M2, rappelant l’organisation 

de leur cytosquelette, la colocalisation de l’actine F et de la µ-calpaïne est effectuée 

dans les LHCN-M2 ainsi que dans les ARMS (Figure 67). La colocalisation de l’actine 

F, marquée avec de la phalloïdine-FITC (vert) et de la µ-calpaïne (rouge), apparaît 

en jaune sur les figures 68A et C, dans les LHCN-M2 et E et G dans les ARMS. 

Dans les LHCN-M2, µ-calpaïne et actine F colocalisent à plus de 93% (la F-actine a la 

même localisation que la µ-calpaïne à 93,22+0,51% et la µ-calpaïne a la même 

localisation que la F-actine à 93,19+1,03%). Les fibres de stress d’actine sont 

associées à un pic de concentration de la µ-calpaïne (Figure 67B). Ainsi, dans les 

LHCN-M2, la µ-calpaïne est-elle associée aux fibres de stress présentes de manière 

homogène dans le cytoplasme de la cellule. L’inhibition de l’activité calpaïne par 

l’ajout de calpeptine, à une concentration de 50 µM, entraîne un réarrangement du 

cytosquelette d’actine central, les fibres de stress périphériques étant conservées. Ce 

réarrangement du cytosquelette est associé à la relocalisation de la µ-calpaïne 

(Figure 67C et D). Ainsi, en présence de calpeptine, la µ-calpaïne colocalise-t-elle 

toujours avec la F-actine. 
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Tout comme dans les LHCN-M2, dans les ARMS, µ-calpaïne colocalise et 

cytosquelette d’actine colocalisent (Figure 67E et 67F), mais la colocalisation est 

moindre (la F-actine a la même localisation que la µ-calpaïne à 66,59+3,45% et la 

µ-calpaïne a la même localisation que la F-actine à 46,67+2,88%). Comme observé 

dans les LHCN-M2, l’ajout de calpeptine dans le milieu de culture entraîne une 

relocalisation de l’actine F et de la µ-calpaïne en périphérie de la cellule (Figure 67G 

et H).   

 

Les calpaïnes sont donc impliquées dans l’agencement du cytosquelette d’actine et 

leur inhibition entraîne une augmentation de la quantité d’actine polymérisée. Cette 

augmentation d’actine F peut être due à une augmentation de la synthèse de 

monomères d’actine, à une stimulation de la polymérisation ou une inhibition de la 

dépolymérisation des filaments d’actine. Afin de privilégier l’une ou l’autre de ces 

hypothèses, l’expression de l’α- et de la β-actine a été quantifiée, en présence et en 

absence de calpeptine (Figure 68 ainsi que suite à un traitement avec des 

oligonucléotides antisens dirigés contre la µ-calpaïne ou le m-calpaïne (Figure 68).  

L’inhibition des calpaïnes par la calpeptine (80 µM), entraîne une augmentation 

significative, de 51% et 47% de la quantité d’α-actine dans les LHCN-M2 et les 

C2C12, respectivement (Figure 68). Au contraire, cette inhibition entraîne une 

diminution significative de l’α-actine, de 38%, dans les ARMS. De même, l’inhibition 

des calpaïnes entraîne dans les LHCN-M2 ainsi que dans les C2C12, une 

augmentation significative de la β-actine de 33% et 22%, respectivement et une 

diminution significative, de 15% dans les ARMS (Figure 68B). 

La transfection d’antisens oligonucléotides dirigés contre la µ-calpaïne entraîne dans 

les LHCN-M2 une augmentation significative de l’α-actine, de 17%. Cependant, la 

transfection d’oligonucléotides antisens dirigés contre la m-calpaïne entraîne, dans 

ces cellules, une diminution significative de la quantité d’α-actine, de plus de 20% 

(Figure 68C). Dans les ARMS, quelque soit la calpaïne inhibée, la quantité d’α-actine 

est diminuée (diminution de 69%, lorsque la µ-calpaïne est inhibée et de 61% 

lorsque la m-calpaïne est inhibée) (Figure 68D).  

Dans les LHCN-M2, seule la transfection d’oligonucléotides antisens dirigé contre la 

m-calpaïne affecte la quantité de β-actine (Figure 68E), entraînant une 
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augmentation de plus de 17%. Dans les ARMS, quelque soit la calpaïne inhibée, la 

quantité de β-actine diminue (diminution de 22% et de 10% lorsque la µ-calpaïne et 

m-calpaïne sont respectivement inhibées) (Figure 68). 

 

 

 

 

 

 

 

 

* *
* *

Figure 65 : Quantité d’actine F dans les différents types cellul aires, après traitement ou non 
avec de la calpeptine. Les cellules sont cultivées pendant 48 heures dans du milieu de quiescence. 
Quatre heures avant la fixation, de la calpeptine est ajoutée au milieu de culture, à une 
concentration de 50 µM. Après fixation et perméabilisation des cellules, le cytosquelette d’actine est 
marqué avec de la phalloïdine-TRITC. La quantité d’actine F est quantifiée (dans plus de 100 
cellules par condition) à l’aide du logiciel Metamorph ; la taille des cellules a été prise en compte.
Les résultats sont exprimés en pourcentage de quantité d’actine F par rapport aux cellules non 
traitées avec de la calpeptine.
Les barres d’erreurs représentent les e.s.m. calculées sur trois expériences indépendantes. 
* : significativement différent du témoin non traité (p<0,05).
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Figure 66 : Quantité d’actine F dans les ARMS, après traitement ou non avec l’inhibiteur III.
Les ARMS sont cultivées pendant 48 heures dans du milieu de quiescence. Quatre heures avant la 
fixation, de l’inhibiteur III est ajouté au milieu de culture, à une concentration de 50 µM. Le 
cytosquelette d’actine est marqué avec de la phalloïdine-TRITC. La quantité d’actine F est quantifiée 
(dans plus de 100 cellules par condition) à l’aide du logiciel Metamorph ; la taille des cellules a été
prise en compte.
Les résultats sont exprimés en pourcentage de quantité d’actine F par rapport aux cellules non 
traitées avec de l’inhibiteur III.
Les barres d’erreurs représentent les e.s.m. calculées sur trois expériences indépendantes. 
* : significativement différent du témoin non traité (p<0,05).
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Figure 67 : Colocalisation de la µ-calpaïne avec l’actine F dans  les LHCN-M2 et les ARMS, 
après traitement ou non avec la calpeptine. Colocalisation de la µ-calpaïne (rouge) et de la F-
actine (vert) et quantification de cette colocalisation via le logiciel Metamorph dans les LHCN-M2 en 
absence de traitement calpeptine (A et B) et après traitement avec la calpeptine (50 µM) (C et D). 
Colocalisation de la µ-calpaïne (rouge) et de la F-actine (vert) et quantification de cette 
colocalisation via le logiciel Metamorph dans les ARMS en absence de traitement calpeptine (E et F) 
et après traitement avec la calpeptine (50 µM) (G et H). 
Dans les figures B, D, F et H, une largeur de pic, au niveau de la zone de recouvrement des deux 
courbes, supérieure à 2 pixels illustre une colocalisation de la µ-calpaïne et de la F-actine (ligne 
jaune). Les nombres jaunes indiquent le nombre de pixels entre les limites de la zone de 
recouvrement (longueur en pixels des lignes jaunes).
Les images ont été prises à l’aide d’un microscope confocal Leica DMI 6000. 
Les échelles de taille représentent 5, 10, 25 et 50 µm. Les résultats sont représentatifs de la 
population cellulaire d’au moins trois expériences différentes.
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Figure 68 : Effet de l’inhibition des calpaïnes sur l’expressio n de l’ αααα-actine et de la ββββ-actine, 
dans les LHCN-M2, les C2C12 et les ARMS. Expression de l’α-actine et de la β-actine dans les 
LHCN-M2, les C2C12 et les ARMS, traitées ou non avec de la calpeptine (80 µM) (A et B, 
respectivement). Expression de l’α-actine et de la β-actine, dans les LHCN-M2 (C et E, 
respectivement) et les ARMS (D et F, respectivement) transfectées avec des oligonucléotides 
antisens dirigés contre la µ-calpaïne ou la m-calpaïne. 
Les résultats sont exprimés en pourcentage de quantité d’actine (α ou β) par rapport aux cellules 
non traitées.
Les barres d’erreurs représentent les e.s.m. calculées sur au moins trois expériences 
indépendantes. 
* : significativement différent du témoin non traité (p<0,05).
Les valeurs numériques des résultats ainsi que des t-tests sont présentées dans le chapitre 
Annexes, Tableaux 16 et 17.
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5. Cytosquelette d’actine et calpaïnes : nouvelle piste 
 

 
La transfection de la tropomyosine α, stabilisateur des filaments d’actine F et 

substrat des calpaïnes, entraîne au niveau du cytosquelette des ARMS, des 

modifications (Figure 69). En effet, la quantité d’actine semble plus élevée dans les 

cellules transfectées. De plus, en première approximation, deux tiers des cellules 

transfectées par la tropomyosine α présentent des fibres de stress.  

La formation de ces fibres de stress engendrée par la tropomyosine α pourrait avoir 

des conséquences sur l’adhésion, la migration ainsi que sur la capacité invasive des 

RMS. Il est possible que cette transfection entraîne une diminution du phénotype 

tumorale au profit d’un phénotype plus physiologique.  

 

Figure 69 : Observation des modifications du cytosquelette d’ac tine des ARMS (rouge), 
après transfection de la tropomyosine α α α α (vert) . 
Les échelles de taille représentent 50 µm. Les flèches blanches indiquent les cellules transfectées. 
Les résultats sont représentatifs de la population cellulaire d’au moins trois expériences différentes.

Figure 69 : Observation des modifications du cytosquelette d’ac tine des ARMS (rouge), 
après transfection de la tropomyosine α α α α (vert) . 
Les échelles de taille représentent 50 µm. Les flèches blanches indiquent les cellules transfectées. 
Les résultats sont représentatifs de la population cellulaire d’au moins trois expériences différentes.
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CHAPITRE 4 : IMPLICATION DES CALPAÏNES DANS LA MIGRATION 

 

1. Caractéristiques cinétiques des RMS comparées aux cellules non-

tumorales 

 

Les calpaïnes étant impliquées dans la régulation de l’organisation du cytosquelette 

d’actine et ayant une activité élevée dans les cellules tumorales, leur implication 

dans la migration, une des étapes clefs de la dissémination métastatique a été 

étudiée. Les caractéristiques cinétiques des différentes lignées cellulaires ont été 

déterminées pour être ensuite comparées à ces mêmes caractéristiques, en 

présence de calpeptine. 

Ainsi, les vitesses de migration des différents types cellulaires ont-elles été 

déterminées sur verre (témoin de migration) et sur gélatine (substrat permettant 

une meilleure adhésion des cellules) (Figure 70).  

Les ARMS migrent respectivement, 2,2 et 2,5 fois plus vite que les LHCN-M2, sur 

verre et gélatine. Les ERMS migrent respectivement 1,6 et 1,5 fois plus vite que les 

LHCN-M2 sur verre et gélatine. De plus, tous les types cellulaires migrent plus vite 

sur verre que sur gélatine.  

Les LHCN-M2 et les C2C12 migrent à la même vitesse sur un même substrat de 

migration. 

 La répartition des vitesses en fonction du nombre de cellules confirme que les RMS 

migrent plus vite que les cellules non-tumorales aussi bien sur verre que sur gélatine 

(Figure 71A et B). Le nombre de C2C12 et de LHCN-M2 est plus important dans les 

faibles vitesses. De plus, les courbes de répartition des vitesses pour les ARMS étant 

plus étendues que pour les autres types cellulaires, elles indiquent une 

hétérogénéité dans les vitesses de migration dans la population de cette lignée.  

L’analyse des trajectoires individuelles indique que les cellules migrent de manière 

différente en fonction du type cellulaire mais aussi en fonction du substrat (Figure 

71C). En effet, bien que les LHCN-M2 migrent moins vite sur gélatine, leur aire de 

dispersion est plus importante sur ce dernier substrat que sur le verre (Figure 71C-1 

vs. 71C-2) contrairement aux C2C12 qui migrent plus loin sur verre que sur gélatine 
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(Figure 71C-3 vs. 71C-4). Tout comme les C2C12, les ARMS et les ERMS migrent 

plus loin sur verre que sur gélatine (Figure 71C-5 et C-7 vs. 71C-6 et C-7).  

Enfin, la détermination de ∆1, représentant la capacité dispersive, indique que cette 

dernière est elle aussi fonction du type cellulaire mais aussi du substrat de migration 

(Figure 71D-1 et D-2). Sur verre, les ARMS ont une capacité dispersive beaucoup 

plus importante que les autres types cellulaires. Sur gélatine, les C2C12 ainsi que les 

ERMS présentent une faible capacité dispersive contrairement aux LHCN-M2 et aux 

ARMS. Sur ce substrat de migration, les ARMS possèdent toujours la capacité 

dispersive la plus importante.  
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Figure 70 : Vitesse de migration des différents types cellulair es sur verre et gélatine. Les 
cellules sont cultivées pendant 48 heures dans du milieu de quiescence sur verre ou sur gélatine. 
Les images sont obtenues avec un microscope inversé Leica, en contraste de phase. Huit heures 
après ensemencement, le déplacement cellulaire est enregistré pendant 18 heures (une image 
toutes les 15 minutes). Les vitesses de migration sont obtenues via l’analyse par le logiciel 
Metamorph.
Les barres d’erreurs représentent les e.s.m. calculées sur au moins trois expériences 
indépendantes. 
* : significativement différent du témoin migrant sur verre (p<0,05).
** : significativement différent du témoin LHCN-M2 migrant sur le même substrat (p<0,05).
Les valeurs numériques des résultats ainsi que des t-tests sont présentées dans le chapitre 
Annexes, Tableaux 18.

 

                                                 
1 ∆ représente la distance entre la localisation initiale de la cellule et sa localisation à la fin des 18 heures 
d’enregistrement. 



RESULTATS – CHAPITRE 4 : IMPLICATION DES CALPAÏNES DANS LA MIGRATION 

- 165 -  

 

 

0
2
4
6
8

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5
Vitesse µm/min

%
  c

el
lu

le
s

LHCN-M2
C2C12
ARMS
ERMS

verre

0
2
4
6
8

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5
Vitesse µm/min

%
  c

el
lu

le
s

LHCN-M2
C2C12
ARMS
ERMS

verre

0
2
4
6
8

10

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5
Vitesse µm/min

%
  c

el
lu

le
s

LHCN-M2
C2C12
ARMS
ERMS

gélatine

0
2
4
6
8

10

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5
Vitesse µm/min

%
  c

el
lu

le
s

LHCN-M2
C2C12
ARMS
ERMS

0
2
4
6
8

10

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5
Vitesse µm/min

%
  c

el
lu

le
s

LHCN-M2
C2C12
ARMS
ERMS

gélatine

-300

-200

-100

0

100

200

300

-300 -200 -100 0 100 200 300

µm

µ
m

LHCN-M2

verre
-300

-200

-100

0

100

200

300

-300 -200 -100 0 100 200 300

µm

µ
m

LHCN-M2

gélatine

-300

-200

-100

0

100

200

300

-300 -200 -100 0 100 200 300

µm

µ
m

gélatine

C2C12

-300

-200

-100

0

100

200

300

-300 -200 -100 0 100 200 300

µm

µ
m

C2C12

verre

-300

-200

-100

0

100

200

300

-300 -200 -100 0 100 200 300

µm

µm

ERMS

verre

-300

-200

-100

0

100

200

300

-300 -200 -100 0 100 200 300

µm

µm

ERMS

gélatine
-300

-200

-100

0

100

200

300

-300 -200 -100 0 100 200 300

µm

µm

ARMS

gélatine

-300

-200

-100

0

100

200

300

-300 -200 -100 0 100 200 300

µm

µm

ARMS

verre

-300

-200

-100

0

100

200

300

-300 -200 -100 0 100 200 300

µm

µ
m

LHCN-M2

verre
-300

-200

-100

0

100

200

300

-300 -200 -100 0 100 200 300

µm

µ
m

LHCN-M2

verre
-300

-200

-100

0

100

200

300

-300 -200 -100 0 100 200 300

µm

µ
m

LHCN-M2

gélatine
-300

-200

-100

0

100

200

300

-300 -200 -100 0 100 200 300

µm

µ
m

LHCN-M2

gélatine

-300

-200

-100

0

100

200

300

-300 -200 -100 0 100 200 300

µm

µ
m

gélatine

C2C12

-300

-200

-100

0

100

200

300

-300 -200 -100 0 100 200 300

µm

µ
m

gélatine

C2C12

-300

-200

-100

0

100

200

300

-300 -200 -100 0 100 200 300

µm

µ
m

C2C12

verre

-300

-200

-100

0

100

200

300

-300 -200 -100 0 100 200 300

µm

µ
m

C2C12

verre

-300

-200

-100

0

100

200

300

-300 -200 -100 0 100 200 300

µm

µm

ERMS

verre

-300

-200

-100

0

100

200

300

-300 -200 -100 0 100 200 300

µm

µm

ERMS

verre

-300

-200

-100

0

100

200

300

-300 -200 -100 0 100 200 300

µm

µm

ERMS

gélatine

-300

-200

-100

0

100

200

300

-300 -200 -100 0 100 200 300

µm

µm

ERMS

gélatine
-300

-200

-100

0

100

200

300

-300 -200 -100 0 100 200 300

µm

µm

ARMS

gélatine
-300

-200

-100

0

100

200

300

-300 -200 -100 0 100 200 300

µm

µm

ARMS

gélatine

-300

-200

-100

0

100

200

300

-300 -200 -100 0 100 200 300

µm

µm

ARMS

verre

-300

-200

-100

0

100

200

300

-300 -200 -100 0 100 200 300

µm

µm

ARMS

verre

0

10

20

30

40

50

60

70

80

0 10 20 30 40 50 60 70 80

(∆) µm

(
) 

µ
m

LHCN-M2
C2C12 

ARMS 
ERMS

0

10

20

30

40

50

60

70

80

0 10 20 30 40 50 60 70 80

(∆) µm

(
) 

µm

LHCN-M2 

C2C12
ARMS 
ERMS 

verre gélatine

Figure 71 : Caractéristiques cinétiques des différents types ce llulaires sur verre et gélatine.
Répartition des vitesses sur verre (A) et sur gélatine (B) des différents types cellulaires.
Aires de dispersion pour les LHCN-M2, C2C12, ARMS et ERMS sur verre (C1, 3, 5, 7, 
respectivement) et sur gélatine (C2, 4, 6, 8, respectivement).
Représentation graphique de ∆, distance séparant la localisation initiale de la cellule et sa 
localisation à la fin des 18 heures d’enregistrement, pour les LHCN-M2, C2C12, ARMS, ERMS sur 
verre (D1) et sur gélatine (D2). 
La répartition des vitesses a été obtenue avec les moyennes des vitesses d’au moins 200 cellules 
par type cellulaire et par condition de migration.
Les aires de dispersion ont été établies avec plus de 40 cellules par type cellulaire et par condition 
de migration, de même ∆ a été déterminée à partir de plus de 200 cellules.
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2. Implication des calpaïnes 

 
Les caractéristiques cinétiques ayant été définies pour les différents types cellulaires, 

leur régulation par les calpaïnes a été mise en évidence.  

L’inhibition de l’activité calpaïne, par ajout dans le milieu de migration de 50 µM de 

calpeptine, induit une diminution des vitesses de migration pour tous les types 

cellulaires, indépendamment du substrat, hormis pour les LHCN-M2 migrant sur 

gélatine (Figure 72). Cette diminution est la plus marquée pour les ARMS avec une 

diminution de 60% sur verre et de 65% sur gélatine. 

La répartition des vitesses des différents types cellulaires en présence ou non de 

calpeptine confirme qu’il y a plus de cellules dans les faibles vitesses en présence de 

calpeptine (Figure 73). De plus, sur gélatine, l’inhibition des calpaïnes dans les ARMS 

rend la population cellulaire moins hétérogène.  

L’établissement des trajectoires individuelles montre que pour tous les types 

cellulaires, l’inhibition de l’activité calpaïne induit une diminution de l’aire de 

dispersion des cellules, cette diminution est cependant plus marquée pour les LHCN-

M2 et les ARMS (Figure 74A). 

La détermination de ∆ confirme que l’inhibition des calpaïnes induit une diminution 

de la capacité dispersive de tous les types cellulaires, à l’exception des capacités 

dispersives des C2C12 et des ERMS migrant sur gélatine (Figure 74B). Suite à 

l’inhibition des calpaïnes, la capacité dispersive des LHCN-M2 diminue de 35% et 

68% sur verre et gélatine, respectivement. La capacité dispersive des C2C12 sur 

verre diminue de 67%, celle des ARMS diminue de 44% et 67% sur verre et 

gélatine, respectivement. Enfin, la capacité dispersive des ERMS sur verre diminue 

de 49% en présence de calpeptine.  

 

Ainsi, l’inhibition des calpaïnes entraîne-t-elle une diminution des caractéristiques 

cinétiques (vitesse, aire de dispersion et capacité dispersive) dans les différents 

types cellulaires. Les calpaïnes jouent donc un rôle dans la régulation de ces 

caractéristiques. De plus, le rôle des calpaïnes dans la migration des LHCN-M2, 

ARMS et ERMS est mis en évidence par l’existence d’un lien entre la vitesse de 
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migration des cellules et l’activité calpaïne. En effet, il existe une corrélation linéaire 

positive entre ces deux valeurs (Figure 75). Le coefficient de linéarité proche de 1 

marque l’étroit lien entre ces deux données.  

 

Figure 72 : Vitesse de migration des différents types cellulair es traités ou non par la 
calpeptine, sur verre et gélatine. Les cellules sont cultivées pendant 48 heures dans du milieu de 
quiescence sur verre ou sur gélatine. Les images sont obtenues avec un microscope inversé Leica, 
en contraste de phase. Quatre heures après ensemencement, la calpeptine est ajoutée au milieu de 
culture, à une concentration de 50 µM. Huit heures après ensemencement, le déplacement cellulaire 
est enregistré pendant 18 heures (une image toutes les 15 minutes). Les vitesses de migration sont 
obtenues via l’analyse par le logiciel Metamorph.
Les barres d’erreurs représentent les e.s.m. calculées sur au moins trois expériences 
indépendantes. 
* : significativement différent du témoin migrant sur verre (p<0,05).
Les valeurs numériques des résultats ainsi que des t-tests sont présentées dans le chapitre 
Annexes, Tableaux 19.
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Figure 73 : Répartition des vitesses des différents types cellu laires traités ou non avec de la 
calpeptine sur verre et gélatine. Répartition des vitesses des LHCN-M2, C2C12, ARMS et ERMS 
sur verre (A, B, C et D, respectivement) et sur gélatine (E, F, G, et H, respectivement).
La calpeptine est ajoutée au milieu de quiescence 4 heures avant le début de l’enregistrement, à
une concentration de 50 µM.
La répartition des vitesses a été obtenue avec les moyennes des vitesses d’au moins 200 cellules 
par type cellulaire et par condition de migration.
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Figure 74 : Caractéristiques cinétiques des différents types ce llulaires traités ou non avec 
de la calpeptine sur verre et gélatine. Aires de dispersion pour les LHCN-M2, C2C12, ARMS et 
ERMS, traitées ou non avec de la calpeptine, sur verre (A1, 3, 5 et 7, respectivement) et sur gélatine 
(A2, 4, 6 et 8, respectivement), établies à partir des trajectoires individuelles.
Représentation graphique de ∆, distance séparant la localisation initiale de la cellule et sa 
localisation à la fin des 18 heures d’enregistrement, pour les LHCN-M2, C2C12, ARMS, ERMS 
traitées ou non avec de la calpeptine sur verre (B1, 3, 5 et 7, respectivement) et sur gélatine (B2, 4, 
6 et 8, respectivement). 
Les aires de dispersion ont été établies avec plus de 40 cellules par type cellulaire et par condition 
de migration, de même ∆ a été déterminée à partir de plus de 200 cellules.

A-

B-

verre

verre

gélatine

gélatine

verre gélatine

verre gélatine

1 2 3 4

5 6 7 8

1 2 3 4

8765

(∆∆∆∆) µm

( ∆∆ ∆∆
) µ

m

 



RESULTATS – CHAPITRE 4 : IMPLICATION DES CALPAÏNES DANS LA MIGRATION 

- 170 -  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

y = 13,171x - 0,395
R2 = 0,9401

y = 13,171x - 0,395
R2 = 0,9401

0

1

2

3

4

5

6

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

vitesse µm/minute

A
ct

iv
ité

ca
lp

aï
ne

 (
un

ité
ar

bi
tr

ai
re

)

LHCN-M2

ERMS

ARMS

Figure 75 : Corrélation positive linéaire entre l’activité calpa ïne et la vitesse de migration 
des différentes lignées cellulaires. L’activité calpaïne des LHCN-M2, ARMS et ERMS est reportée 
en ordonnées et la vitesse de migration sur verre, en abscisse. 
L’équation de la droite est : y=13,17x-0,39.
Le coefficient de linéarité R2 est de : 0,94.  
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CHAPITRE 5 : IMPLICATION DES CALPAÏNES DANS LA CAPACITE INVASIVE DES 

RMS 

 

Les tests d’invasion réalisés avec les LHCN-M2, C2C12, ARMS et ERMS montrent que 

les RMS ont une capacité invasive significativement plus élevée que les cellules non-

tumorales. Le taux d’invasion ainsi que l’indice d’invasion des ARMS sont environ 11 

fois plus élevés que ceux des LHCN-M2 (Figure 76A et B). Les ERMS présentent un 

taux d’invasion ainsi qu’un indice d’invasion plus de 12 fois supérieurs à ceux des 

LHCN-M2. Les C2C12, quant à elles, présentent un taux et un indice d’invasion eux 

aussi supérieurs à ceux des LHCN-M2. Cette différence est cependant nettement 

moins marquée qu’entre les LHCN-M2 et les RMS. 

 

L’inhibition des calpaïnes par la calpeptine induit une forte diminution du taux et de 

l’indice d’invasion des RMS (taux d’invasion : 6% et indice d’invasion : 0,8) (Figure 

76A et B). Ces valeurs sont similaires de celles obtenues pour les cellules non-

tumorales (p=0,56 et 0,45 pour le taux et l’indice d’invasion des ARMS, 

respectivement et p= 0,49 et 0,47 pour le taux et l’indice d’invasion des ERMS). Des 

résultats similaires sont retrouvés en présence d’inhibiteur III. Les calpaïnes jouent 

donc un rôle dans le pouvoir invasif des RMS.  
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Figure 76 : Taux et indice d’invasion des différentes lignées c ellulaires en présence ou non 
de calpeptine. Les cellules sont ensemencées dans des chambres de Boyden avec ou sans 
Matrigel sur la membrane PET. Après 48 heures d’incubation dans le milieu de quiescence, les 
cellules ayant traversé la membrane en présence ou en absence de Matrigel sont fixées, 
déshydratées, colorées à l’hémalun de Hansen puis, dénombrées. 
Le taux d’invasion de chaque type cellulaire (A), est défini par le rapport entre le nombre de cellules 
ayant traversé la membrane avec Matrigel et le nombre de cellules ayant traversé la membrane 
sans Matrigel. 
L’indice d’invasion (B) des C2C12 ainsi que celui des RMS est défini par le rapport entre le taux 
d’invasion de ces cellules et celui des cellules témoins, LHCN-M2. 
Le taux ainsi que l’indice d’invasion sont déterminés en absence ou en présence de calpeptine (50 
µM).
Les barres d’erreurs représentent les e.s.m. calculées sur au moins trois expériences 
indépendantes. 
* : significativement différent des LHCN-M2 (p<0,05).
** : significativement différent des cellules non traitées avec de la calpeptine (p<0,05).
Les valeurs numériques des résultats des figures 54A et B ainsi que des t-tests sont présentées 
dans le chapitre Annexes, Tableaux 20 et 21.
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CHAPITRE 6 : ANALYSE PROTEOMIQUE ET SPECTROMETRIE DE MASSE  

 

Dans le but de déterminer des cibles potentielles des calpaïnes impliquées dans la 

faible adhésion, la migration et l’invasion élevée des RMS, une analyse protéomique 

a été réalisée. Le protéome des RMS en milieu de quiescence a été comparé à celui 

de RMS traités avec de l’inhibiteur III ou de la calpeptine, en gel 2D. Le nombre total 

de spots détectés est de 1154. Cinq spots ont été retenus (Figure 77).  

Les spots retenus pour l’analyse en spectrométrie de masse sont les spots qui 

diffèrent significativement dans les deux conditions d’inhibition, en comparaison du 

témoin non-traité et dont la variation se fait dans le même sens (variation > 12%). 

La figure 78 présente les variations de chaque spot observées par rapport aux 

cellules témoins non-traitées avec un inhibiteur de l’activité calpaïne. 

Les protéines de chaque spot ont été identifiées en spectrométrie de 

masse (Annexes Tableau 22). Après inhibition des calpaïnes, l’expression de la 

vimentine diminue. Il en est de même de l’expression de la ribonucléoprotéine 

hétérogène nucléaire H1 et H3, de la nestine, de la peptidyl-prolyl cis-trans 

isomérase, de la péroxyrédoxine 4, de la prohibitine, de la protéine ribosomale L12, 

de la sous-unité C de la ribonucléase H2 ainsi que de l’expression du facteur 

d’épissage SFPQ.  

Les calpaïnes étant des endoprotéases, l’augmentation de certains spots était 

attendue. Les protéines identifiées par cette analyse ne sont donc pas des substrats 

des calpaïnes mais des cibles régulées indirectement par ces dernières.   
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Figure 77 : Gel 2D protéomique des ARMS non-traités et traités avec l’inhibiteur III. Les spots 
qui varient de manière significative entre le protéome des cellules témoins (A) et celui des cellules 
traitées avec l’inhibiteur III (B) sont entourés en noir. Les numéros servent à identifier et nommer les 
spots, de manière arbitraire.
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Tableau 22 : Liste des protéines identifiées par sp ectrométrie de masse.  

 Identification 

nombre de 
scan 

identifiant 
la protéine 

nombre de 
peptides 
différents 
identifiant 
la protéine 

pourcentage 
de 

couverture 
de séquence  

(%) 

poids 
moléculaire 
donné par 

les banques 
de données 

abondance 
relative des 
différentes 
protéines 
dans le 

mélange 
spot 1 vimentine 16 13 30,00 53651,31 100 

prohibitine  3 3 11,76 29803,85 9,62 
ribonucléoprotéine 

nucléaire 
hétérogène H1 

5 3 9,35 49229,14 74,37 

nestine 2 2 1,67 177436,90 2,16 

spot 2 

péroxyrédoxine-4 3 3 13,65 30539,65 13,85 
 

spot 3 
 

facteur d’épissage 
SFPQ 3 3 7,50 76148,92 

 
100 

ribonucléoprotéine 
nucléaire 

hétérogène H3 
18,21 36926,24 

ribonucléoprotéine 
nucléaire 

hétérogène H3 
isoforme 2H9A 

19,03 35238,41 

ribonucléoprotéine 
nucléaire 

hétérogène H3 
isoforme 2H9B 

21,21 31525,10 

spot 4 

ribonucléoprotéine 
nucléaire 

hétérogène H3 
isoforme 2H9C 

7= 4= 

29,30 22321,90 

100 

isomérase peptidyl-
prolyl cis-trans 

 
5 

 
3 

14,81 23742,36  
4,76 

ribonucléase H2 
sous-unité C 

21,34 17840,04 

ribonucléase H2 
sous-unité C 
isoforme 2 

2= 2= 
21,47 17711,86 

3,12 
 

spot 5 
 

protéine ribosomal 
L12, 39S, 

mitochondriale 
4 3 11,62 23148,02 92,12 

Kératine pour tous les spots - 

Le signe « = » traduit le fait qu’un ou plusieurs peptides identifie(nt) plusieurs protéines. Il n’est alors 
pas possible de préciser si une seule ou plusieurs de ces protéines homologues sont présentes. 
Une estimation du degré de contamination par la kératine basée sur le nombre de peptide est 
mentionnée : (-), pas de contamination ; (+) 1-5, peptides ; (++), 6-15 peptides ; (+++), > 15 peptides. 

Les protéines en gras correspondent aux protéines présentant un intérêt particulier pour la 
problématique soulevée. 
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Figure 78 : Quantification des variations des 5 spots retenus p ar analyse protéomique entre 
les cellules non-traitées et les cellules traitées avec de la calpeptine ou de l’inhibiteur III.
Les résultats sont exprimés en pourcentage du volume normalisé par rapport aux cellules non-
traitées. Les barres d’erreurs représentent les e.s.m. calculées sur au moins deux expériences 
indépendantes (3 gels différents par expérience). 
* : significativement différent des cellules non-traitées (p<0,05).
Les valeurs numériques des résultats ainsi que des t-tests sont présentées dans le chapitre 
Annexes, Tableau 23.  
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 LHCN-M2 C2C12 ARMS ERMS 
Activité calpaïne 

globale 
Référence + +++ ++ 

Activité  
µ-calpaïne Référence x ++ ++ 

Expression  
µ-calpaïne Référence x - - - -  

Expression  
m-calpaïne 

Référence x - - 

Expression  
calpastatine Référence x - - -  - - -  

ARNm 
µ-calpaïne Référence x NS NS 

ARNm 
m-calpaïne 

Référence x - -  - - 

Localisation  
µ-calpaïne 

En structures 
rectilignes x 

Gradient du 
centre vers la 

périphérie 

Gradient du 
centre vers la 

périphérie 

Localisation  
m-calpaïne 

En spots autour du 
noyau 

x 
Gradient du 

centre vers la 
périphérie 

Gradient du 
centre vers la 

périphérie 

Localisation  
calpastatine 

Gradient du centre 
vers la périphérie 

x 
Gradient du 

centre vers la 
périphérie 

Gradient du 
centre vers la 

périphérie 
Adhésion +++ +++ + + 

Adhésion en 
présence de 
calpeptine 

��� ��� � NS 

Vinculine après 
traitement 
calpeptine 

�� x � x 

Vinculine après 
transfection  

ASµC 
� x NS x 

Vinculine après 
transfection  

ASmC 
� x � x 

Cytosquelette Fibres de stress Fibres de stress Désorganisé Désorganisé 

Cytosquelette en 
présence de 
calpeptine 

 
Désorganisation au 

centre 
 

Désorganisation au 
centre 

Concentré en 
périphérie 

Concentré en 
périphérie 

Quantification de 
l’actine F en 
présence de 
calpeptine 

� �� � � 

Colocalisation  
µ-calpaïne /actine 

+++ x + x 

Expression  
α-actine en 
présence de 
calpeptine 

� � � x 

Expression  
β-actine en 
présence de 
calpeptine 

� � � x 
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Expression  
α-actine après 

transfection ASµC 
� x �� x 

Expression  
α-actine après 

transfection ASmC 
� x �� x 

Expression  
β-actine après 

transfection ASµC 
NS x � x 

Expression  
β-actine après 

transfection ASmC 
� x � x 

Vitesse de 
migration  

- verre 
- gélatine 

 
 

++ 
+ 

 
 

++ 
+ 

 
 

++++ 
+++ 

 
 

+++ 
++ 

Capacité 
dispersive 

- verre 
- gélatine 

 
 

++ 
+++ 

 
 

++ 
+ 

 
 

+++ 
+++ 

 
 

++ 
+ 

Vitesse de 
migration avec 

calpeptine  
- verre 
- gélatine 

 
 
 
� 
NS 

 
 
 

�� 
� 

 
 
 

��� 
��� 

 
 
 

�� 
� 

Capacité 
dispersive avec 

calpeptine  
- verre 
- gélatine 

  
 
 
�� 
��� 

 
 
 

��� 
NS 

 
 
 

�� 
��� 

 
 
 

�� 
NS 

Corrélation 
activité vitesse 

oui x oui oui 

Capacité invasive Référence + ++++ ++++ 
Capacité invasive 
en présence de 

calpeptine 
� � ���� ���� 

 

Légende : 

- �, ��, ���, ���� et -, --, --- : diminution, le nombre de signe marque 

l’amplitude de la diminution 

- �, ��, ��� et +, ++, +++, ++++ : augmentation, le nombre de signe 

marque l’amplitude de l’augmentation 

- X : expérience non-réalisée avec la lignée cellulaire 

- NS : non significatif  

 

 

 



RESULTATS - RESUME  

180  



DISCUSSION  

181  

DISCUSSION 

 

La vérité scientifique sera toujours 

plus belle que les créations de notre 

imagination et que les illusions de 

notre ignorance. Claude Bernard. 

 
 
Le rhabdomyosarcome représente 5% des tumeurs solides chez l’enfant, étant ainsi 

la plus fréquente tumeur des tissus mous en pédiatrie [Hay et al., 1995]. Sa 

localisation est variable ; il peut se déclarer dans toutes les parties de l’organisme. 

Néanmoins, il touche principalement la tête et le cou des malades les plus jeunes et 

se développe au niveau des extrémités et du système urogénital chez les 

adolescents.  

Les RMS sont des cellules d’origine mésenchymateuse. Elles expriment tout comme 

les cellules musculaires saines, des protéines spécifiques du muscle [Parham et al., 

1991]. L’observation microscopique de ces cellules a permis de mettre en évidence 

différents types de RMS dont les principaux sont les rhabdomyosarcomes alvéolaires 

(ARMS) et embryonnaires (ERMS). Des études cliniques indiquent que les formes 

alvéolaires sont plus agressives et associées à un moins bon pronostic que les formes 

embryonnaires [Gastaldi et al., 2005].  

Parmi les nombreuses protéases impliquées dans la motilité cellulaire, les calpaïnes, 

protéases neutres calcium-dépendantes, jouent un rôle primordial dans la régulation 

de la migration et dans l’invasion, deux phénomènes impliqués dans le 

développement des métastases [Mamoune et al., 2003 ; Xu et Deng, 2004 et 2006]. 

Les calpaïnes les plus représentées, la µ-calpaïne et la m-calpaïne sont ubiquitaires 

et possèdent des domaines EF-hands. Ce sont des cystéine-protéases 

hétérodimériques constituées d’une grande sous-unité catalytique (80 kDa) et d’une 

petite sous-unité régulatrice (28 kDa). Leur activité est régulée par leur inhibiteur 

endogène, la calpastatine (78 kDa), le calcium et les phospholipides [Dayton et al., 

1976 ; Goll et al., 2003 ; Coolican et Hathaway, 1984].  

La compréhension du rôle des calpaïnes dans les différents mécanismes régulant la 

migration et l’invasion des RMS pourrait être un tremplin au développement de 
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nouvelles thérapies tendant à enrailler le développement de métastases et ainsi 

accroître l’espérance de vie des patients atteints par cette pathologie.  

 
LE SYSTEME PROTEOLYTIQUE NEUTRE CALCIUM-DEPENDANT DANS LES RMS 

 

L’observation et la quantification de l’activité calpaïne globale dans les deux lignées 

non-tumorales (LHCN-M2 et C2C12) ainsi que dans les lignées tumorales (ARMS et 

ERMS) mettent en évidence une activité significativement plus élevée dans les RMS. 

Ces résultats sont en accord avec les expressions ou les activités anormalement 

élevées de la µ- et de la m-calpaïne ayant été mesurées chez l’homme, au cours du 

développement de tumeurs malignes du rein [Braun et al., 1999b] du cancer de la 

peau [Reichrath et al., 2003] et des adénocarcinomes colorectaux 

[Lakshmikuttyamma et al., 2004]. De plus, il a été montré que la µ-calpaïne est 

surexprimée dans les cellules leucémiques [Witkowski et al., 2002] et que la m-

calpaïne est surexprimée dans le cancer de la prostate où elle inactive les molécules 

d’adhésion intercellulaire (cadhérines E), favorisant ainsi la dissémination des cellules 

tumorales [Rios-Dorias et al., 2003]. L’activité calpaïne globale est plus élevée dans 

les ARMS, plus agréssifs, que dans les ERMS. Cette suractivité pourrait, en partie, 

être responsable de la différence phénotypique entre les deux lignées de RMS. Les 

résultats obtenus avec le calpain 1 substrate, substrat spécifique de la µ-calpaïne, 

mettent eux aussi en évidence une plus forte activité dans les RMS. Cette activité 

élevée peut être due, entre autre, à une surexpression des calpaïnes ubiquitaires ou 

à une expression moindre de leur inhibiteur naturel. 

 

Dans les RMS, les quantifications de l’expression de la µ-calpaïne, de la m-calpaïne et 

de la calpastatine montrent que ces trois protéines sont sous-exprimées en 

comparaison des cellules non-tumorales. La forte activité calpaïne observée dans les 

RMS n’est donc pas due à une surexpression de la µ- ni de la m-calpaïne. Ainsi, 

l’activité dérégulée des calpaïnes observée dans les RMS semble-t-elle être due à une 

dérégulation de l’équilibre entre la quantité de calpaïnes (µ- et m-) et la quantité de 

la calpastatine.  
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Les ARMS présentent le même taux d’ARNm de la µ-calpaïne que les LHCN-M2, alors 

que la quantité de protéine est moindre. La dérégulation de la µ-calpaïne est donc 

post-transcriptionnelle. À l’opposé, l’expression des ARNm de la m-calpaïne dans les 

RMS est significativement inférieure à celle dans les LHCN-M2. La dérégulation de la 

m-calpaïne a donc lieu en amont de la transcription.  

 

L’activité calpaïne étant différente entre les différentes lignées cellulaires, la 

localisation des composants du système neutre protéolytique calcium-dépendant a 

été observée, dans les cellules en migration.  

Dans les LHCN-M2, la localisation de la µ-calpaïne est singulière. En effet, elle est 

cytoplasmique mais est organisée en un réseau de structures parallèles à l’axe 

principal de la cellule. Cette organisation étonnante et particulière n’est pas retrouvée 

dans les RMS et est aussi absente des C2C12 [Mazères et al., 2006]. Dans les RMS 

ainsi que dans les C2C12, la µ-calpaïne est cytoplasmique mais présente un gradient 

de concentration décroissant du centre de la cellule vers la périphérie.  

La m-calpaïne est localisée dans les LHCN-M2 ainsi que dans les RMS de manière 

ponctuée autour du noyau. Cette localisation est différente de celle observée dans 

les C2C12 où la m-calpaïne se concentre dans les extensions membranaires [Mazères 

et al. 2006]. Cependant, cette localisation ponctuée autour du noyau est à mettre en 

parallèle avec les travaux de Samanta et al. qui indiquent une localisation autour du 

noyau de la m-calpaïne, plus précisément au niveau du réticulum endoplasmique 

[Samanta et al., 2007]. 

Enfin, la calpastatine ne présente pas de différence de localisation entre les différents 

types cellulaires.  

La localisation différente observée pour la µ-calpaïne et la m-calpaïne ainsi que la 

régulation propre à chaque isoforme présument d’un rôle différent de ces deux 

protéases dans les processus de migration et d’invasion.  

 

ADHESION ET CALPAÏNES 

 

Les tests d’adhésion réalisés dans les LHCN-M2, les C2C12, les ARMS et les ERMS 

mettent en évidence un défaut d’adhésion des RMS par rapport aux LHCN-M2 ainsi 
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qu’une cinétique d’adhésion similaire entre les deux lignées de cellules non-

tumorales. Les faibles taux d’adhésion mesurés dans les RMS sont caractéristiques 

du phénotype tumoral et métastatique de ces cellules. En effet, il a été montré dans 

les cellules CHO qu’une réduction de l’adhésion entraîne une augmentation de la 

migration cellulaire [Palecek et al., 1998] ; au contraire lors de forte adhésion, le 

désassemblage des adhésion à l’arrière de la cellule est une étape limitante de la 

migration. Ces résultats sont en accord avec la diminution de la capacité adhésive 

des cellules circulantes du cancer de la prostate [Howard et al., 2008].   

 

En comparaison des LHCN-M2 et des C2C12, la quantité d’adhésions focales est 

faible dans les RMS. De plus, alors que ces adhésions focales sont réparties de 

manière homogène dans les cellules non-tumorales, elles se concentrent en 

périphérie cellulaire dans le cas des RMS. Cette différence de localisation entre les 

différentes lignées pourrait, en partie, expliquer la différence de capacité adhésive 

observée.  

 

L’ajout de calpeptine dans le milieu de migration entraîne une diminution significative 

du taux d’adhésion des cellules témoins ; il en est de même pour les C2C12. Ces 

résultats sont en accord avec ceux obtenus par Beckerle et al. [Beckerle et al., 1987] 

confirmant le rôle des calpaïnes dans les adhésions focales. Au contraire des cellules 

non-tumorales, la conséquence de l’inhibition des calpaïnes n’est pas identique dans 

les deux lignées de RMS. Les ARMS présentent une faible diminution du taux 

d’adhésion pour des concentrations élevées de calpeptine alors que l’adhésion des 

ERMS n’est pas affectée par la présence de l’inhibiteur. Ces résultats permettent de 

mettre en évidence le rôle des calpaïnes dans l’adhésion des LHCN-M2, des C2C12. 

Dans les ARMS, les résultats observés en présence de calpeptine ne permettent pas 

de conclure sur une implication prédominant des calpaïnes dans l’adhésion, la 

calpeptine n’ayant d’effet qu’à forte dose. L’adhésion des ERMS, quant à elle, est 

indépendante des calpaïnes.  

 

Au niveau protéique, l’ajout de calpeptine entraîne une forte augmentation de la 

vinculine dans les LHCN-M2. À l’opposé, dans les ARMS, l’inhibition des calpaïnes 
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entraîne une faible diminution de l’expression de cette protéine. Ces résultats sont 

confirmés par l’utilisation d’oligonucléotides antisens dirigés contre la µ- et la m-

calpaïne : l’inhibition de la µ-calpaïne ainsi que celle de la m-calpaïne induisent une 

augmentation de la quantité de vinculine dans les LHCN-M2. Une telle augmentation 

a aussi été observée dans les cellules dendritiques [Calle et al., 2004]. Dans les 

ARMS, seuls les oligonucléotides antisens dirigés contre la m-calpaïne entraînent une 

faible diminution de la vinculine. Ainsi, le mode de régulation de l’expression de la 

vinculine diffère-t-il entre les deux lignées. Dans les LHCN-M2, l’augmentation 

observée, après inhibition, indique la vinculine comme substrat potentiel des 

calpaïnes. Ce résultat est en accord avec les données obtenues par Taylor et al. au 

niveau des disques Z [Taylor et al., 1995]. Dans les ARMS, l’expression de la 

vinculine semble être majoritairement régulée par une voie indépendante des 

calpaïnes.  

 

L’ensemble de ces résultats indique d’une part que les calpaïnes sont impliquées 

dans l’adhésion des cellules non-tumorales et d’autre part que l’implication des 

calpaïnes dans la régulation de l’adhésion des RMS n’est pas prépondérante. Les 

différences, mises en évidence au niveau des capacités adhésives et de la régulation 

des adhésions focales, devraient entraîner des différences entre les types cellulaires 

au niveau de la migration.  

 

CARACTERISTIQUES CINETIQUES ET CALPAÏNES 

 

La caractérisation cinétique de la migration des différents types cellulaires a été 

effectuée sur verre, substrat témoin, et sur gélatine, substrat de migration favorisant 

l’adhésion cellulaire.  

 

La détermination des vitesses de migration des différents types cellulaires indique 

que les RMS ont une vitesse de migration significativement plus élevée que les 

cellules non-tumorales aussi bien sur verre que sur gélatine. Les LHCN-M2 et les 

C2C12 ont une vitesse similaire. Pour tous les types cellulaires, la vitesse de 

migration est significativement plus faible sur gélatine que sur verre. Ce résultat peut 
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s’expliquer par la différence de potentialité adhésive entre les deux substrats de 

migration. En effet, les cellules adhèrent plus sur gélatine et une adhésion 

importante limite la vitesse de migration [Palecek et al., 1998].  

 

L’analyse de la répartition des vitesses confirme que le nombre de cellules dans les 

faibles vitesses est plus important pour les cellules non-tumorales que pour les RMS. 

De plus, cette analyse permet de mettre en évidence une homogénéité dans les 

vitesses de migration pour les LHCN-M2, les C2C12 ainsi que pour les ERMS (les 

courbes de répartition étant serrées) ; au contraire les ARMS présentent une courbe 

de répartition des vitesses large traduisant une hétérogénéité dans la population 

cellulaire.   

 

L’étude des trajectoires cellulaires individuelles permet de définir l’aire de dispersion 

des différents types cellulaires ainsi que ∆, leur capacité dispersive. Pour tous les 

types cellulaires, à l’exception des LHCN-M2, l’aire de dispersion est plus faible sur 

gélatine que sur verre. Ce résultat est lié à la vitesse plus faible de migration sur 

verre par rapport à celle sur gélatine ainsi qu’aux trajectoires des cellules. En effet, 

sur gélatine, les C2C12, les ARMS et les ERMS migrent dans un secteur restreint, en 

tournant autour de leur point d’adhésion initial. A l’opposé, les LHCN-M2 bien que 

migrant elles aussi moins vite sur gélatine que sur verre, présentent sur gélatine une 

aire de dispersion importante : sur ce substrat de migration, elles ont des trajectoires 

plus rectilignes et migrent donc plus loin de leur point initial d’adhésion.  

 

En présence de calpeptine, les vitesses de migration des différents types cellulaires 

sont diminuées, à l’exception des LHCN-M2 migrant sur gélatine. Ces vitesses plus 

faibles induites par l’inhibition des calpaïnes sont en accord avec les résultats 

obtenus sur les fibroblastes capn4 -/- [Dourdin et al., 2001]. Il est à noter que les 

vitesses de migration des RMS en présence de calpeptine, sur verre ou sur gélatine, 

se rapprochent considérablement des vitesses des cellules non-tumorales en 

conditions standards, en particulier pour les ARMS migrant sur verre (t-test LHCN-M2 

migrant sur verre (n=6) vs. ARMS traités calpeptine, migrant sur verre (n=3) : 

p=0,52 (NS)). De plus, l’effet de l’inhibition des calpaïnes, sur la vitesse de 
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migration, pourrait être contrecarré par la nature du substrat de migration, 

notamment dans le cas des LHCN-M2 migrant sur gélatine. Ce dernier résultat 

suggère la mise en place d’une seconde voie de signalisation n’impliquant pas les 

calpaïnes, pour ces cellules non-tumorales migrant sur gélatine.  

 

La répartition des vitesses de migration indique un plus grand nombre de cellules 

dans les faibles vitesses dans le cas des cellules traitées avec de la calpeptine. De 

plus, en présence de calpeptine, les ARMS migrant sur gélatine ont une courbe de 

répartition étroite signifiant une homogénéisation des cinétiques des ARMS, dans ces 

conditions.  

 

En présence de calpeptine, les aires de dispersion des différents types cellulaires 

diminuent, quelque soit le substrat de migration, de façon importante, par rapport 

aux conditions standards. Alors qu’en absence d’inhibition des calpaïnes, les LHCN-

M2 présentent une plus grande aire de dispersion sur gélatine, en présence de 

calpeptine, leur aire de migration est significativement réduite sur gélatine et devient 

même inférieure à celle sur verre, dans les mêmes conditions. 

 

L’inhibition des calpaïnes induit donc une diminution des caractéristiques cinétiques 

des différents types cellulaires. De plus, la corrélation linéaire positive qui existe 

entre la vitesse de migration et l’activité globale des calpaïnes, implique ces dernières 

de manière directe dans le processus migratoire. L’activité calpaïne stimulant la 

migration cellulaire, cette corrélation linéaire pourrait servir d’indicateur d’agréssivité 

tumorale.  

 

ACTINE ET CALPAÏNES 

 

La réorganisation du cytosquelette est une étape fondamentale impliquée dans 

l’adhésion cellulaire, la migration et l’invasion [Lambrechts et al., 2004].  

Dans les LHCN-M2 ainsi que dans les C2C12, le cytosquelette d’actine est organisé en 

fibres de stress parallèles à l’axe principal de la cellule. De plus, dans les LHCN-M2 

l’actine F, constituant ces fibres, colocalise avec la µ-calpaïne. Ce résultat est en 
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accord avec la colocalisation de la µ-calpaïne et des filaments d’actine dans les 

cellules dendritiques [Calle et al., 2004] et semble impliquer la µ-calpaïne dans 

l’organisation et le remaniement des fibres de stress. Cette localisation pourrait 

permettre à la µ-calpaïne d’interagir avec certains de ces substrats, protéines du 

cytosquelette tels que la desmine, la taline ou encore la tropomyosine. 

  

Contrairement à l’agencement du cytosquelette d’actine observé dans les cellules 

non-tumorales, les RMS présentent un cytosquelette désorganisé et concentré à la 

périphérie des cellules, conférant à ces dernières une morphologie fusiforme ainsi 

que des extensions membranaires courtes. Cette absence de fibres de stress est 

retrouvée dans les cellules transformées v-Src où l’activité calpaïne stimule la perte 

des fibres de stress et induit ainsi des modifications morphologiques [Carragher et 

al., 2001]. Parmi les protéines régulant l’assemblage et l’organisation du 

cytosquelette d’actine, Rho, Rac et cdc42 sont les trois Rho-GTPases les mieux 

caractérisées. Les membres de cette famille ont été impliqués dans de nombreux 

cancers [Sahai et Marshall, 2002], leurs surexpressions ayant été mises en évidence 

[Aronheim et al., 1998 ; Gomez des Pulgar et al., 2005 ; Gouw et al., 2005]. Dans le 

cas du cancer du sein, une augmentation de l’expression de RhoA corrèle avec 

l’augmentation de la tumeur, suggérant un rôle de cette dernière dans la progression 

tumorale [Fritz et al., 1999]. De même, la surexpression de RhoC est décrite dans le 

cancer du sein [Kleer et al., 2002] ainsi que dans les adénocarcinomes pancréatiques 

[Suwa et al., 1998]. Rac1 et cdc42 sont aussi surexprimées [Fritz et al., 1999]. Le 

clivage de RhoA, par la µ-calpaïne entraîne une inhibition de la formation de fibres de 

stress ainsi qu’une inhibition de l’étalement cellulaire [Kulkarni et al., 2002]. Dans les 

RMS, l’absence de fibres de stress ainsi que la faible adhésion observée pourraient 

être dus au clivage de RhoA par la µ-calpaïne dont l’activité est élevée. De plus, cette 

désorganisation pourrait être responsable du faible taux d’adhésion et de 

l’importante vitesse de migration des RMS [Perrin et al., 2006].  

L’inhibition des calpaïnes par la calpeptine induit dans tous les types cellulaires un 

changement radical de la morphologie. En effet, les cellules traitées avec de la 

calpeptine présentent une morphologie ronde, avec des petites protrusions 

membranaires trapues. Ce changement phénotypique est opposé aux modifications 
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observées dans les cellules d’ovaire d’Hamster Chinois traitées avec le calpain 

inhibitor 1 qui présentent une morphologie plus allongée que les contrôles 

[Huttenlocher et al., 1997]. Cependant, ces résultats sont en accord avec les 

modifications observées pour les fibroblastes sur-exprimant la calpastatine telles que 

l’arrondissement cellulaire et l’absence de lamellipode [Potter et al., 1998].  

Dans les LHCN-M2 ainsi que dans les C2C12, l’inhibition des calpaïnes induit une 

désorganisation du cytosquelette ; l’actine polymérisée est alors concentrée en 

périphérie cellulaire et les fibres de stress centrales ne sont plus présentes. Dans les 

RMS, ne présentant pas de fibres de stress dans les conditions standards, l’actine F 

est elle aussi concentrée en périphérie cellulaire, en présence de calpeptine. Ces 

résultats sont en accord avec ceux observés dans les C2C12 sur-exprimant la 

calpastatine [Dedieu et al., 2004]. Ce réarrangement du cytosquelette d’actine est 

couplé à une relocalisation de la µ-calpaïne, ces résultats sont en accord avec les 

travaux de Emori et Saigo (1994) qui décrivent, chez l’embryon de la drosophile, une 

relocalisation de la calpaïne en concomitance des remaniements cytosquelettiques 

[Emori et Saigo, 1994]. Le maintien des fibres périphériques, couplé à la 

désorganisation des fibres centrales, peut être corrélé avec les études décrivant deux 

voies de régulation des fibres de stress : la première qui régule les fibres de stress 

périphériques, impliquant le calcium et dépendante de la calmoduline et la seconde 

voie qui régule les fibres centrales et impliquant les protéines Rho et les Rho-kinase 

[Katoh et al., 2007]. L’ensemble de ces résultats semble donc impliquer les calpaïnes 

dans la régulation des fibres de stress dépendante des protéines Rho et des Rho 

kinases. 

 

Bien que désorganisée, la F-actine est présente en quantité significativement plus 

élevée dans tous les types cellulaires traités avec de la calpeptine, en comparaison 

des témoins en conditions standards. Une telle augmentation a aussi été observée 

dans les cellules dendritiques. Dans ces cellules, elle serait due à une accumulation 

de vinculine qui, liant le complexe de Arp2/3 (facteur de nucléation de l’actine 

polymérisée), stimulerait la polymérisation d’actine, entraînant ainsi une 

augmentation d’actine F [Calle et al., 2004]. Ces mêmes interactions pourraient être 

responsables de l’élévation de la quantité d’actine F observée dans les LHCN-M2 
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puisque l’inhibition des calpaïnes entraîne, dans ces cellules, une augmentation de la 

vinculine. Dans les ARMS, l’augmentation de l’actine polymérisée serait due à un 

autre processus puisque l’inhibition des calpaïnes ne module que faiblement 

l’expression de la vinculine.  

 

Les filaments d’actine F sont constitués de monomères présents sous deux 

isoformes différentes : l’α-actine et la β-actine. Ainsi, l’augmentation d’actine F 

observée en présence de calpeptine peut-être due soit à une stimulation de la 

polymérisation soit à une inhibition de la dépolymérisation. Dans les LHCN-M2, la 

quantification de l’expression des différentes isoformes d’actine, en présence de 

calpeptine, indique que dans les cellules non-tumorales, les quantités d’α- et de β-

actine augmentent significativement. À l’opposé, dans les mêmes conditions, les 

quantités de ces deux isoformes diminuent dans les ARMS. Dans les cellules non-

tumorales, la quantité de monomères étant plus importante en présence de 

calpeptine, l’augmentation de F-actine observée pourrait être due à une stimulation 

de la polymérisation. Ces résultats sont en accord avec les travaux de Calle et al. 

[Calle et al., 2004]. Ainsi, dans les LHCN-M2, l’augmentation d’actine F observée 

pourrait-elle être due à une augmentation de la vinculine qui, liant le complexe de 

Arp2/3, stimulerait la polymérisation de l’actine. À l’inverse, l’inhibition des calpaïnes 

entraîne, dans les ARMS, une diminution de la quantité des deux isoformes d’actine ; 

l’augmentation de F-actine observée pourrait donc être due à une inhibition de la 

dépolymérisation.  

 

Afin de mieux comprendre l’implication de chacune des calpaïnes ubiquitaires dans la 

régulation du cytosquelette d’actine, l’expression de l’α-actine ainsi que celle de la β-

actine sont quantifiées, dans les LHCN-M2 et les ARMS, après transfection avec des 

oligonucléotides antisens dirigés contre la µ-calpaïne ou la m-calpaïne.  

Dans les LHCN-M2, l’inhibition de la µ-calpaïne entraîne une augmentation de l’α-

actine alors que l’inhibition de la m-calpaïne entraîne une diminution de cette 

dernière. Les deux calpaïnes exercent donc une régulation différente sur cette 

isoforme : la µ-calpaïne inhibe l’expression de l’α-actine et la m-calpaïne la stimule. 

Cependant, la présence de calpeptine entraînant une augmentation globale de l’α-
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actine, le rôle de la µ-calpaïne sur cette isoforme serait prépondérant. Au niveau de 

l’expression de la β-actine, l’inhibition de la µ-calpaïne n’a pas d’effet sur l’expression 

de la β-actine qui est augmentée lors de l’inhibition de la m-calpaïne. Ainsi, dans les 

LHCN-M2, la m-calpaïne pourrait réguler de manière négative la quantité de β-actine 

en stimulant des enzymzes conduisant à son clivage ou en régulant son expression. 

Dans les ARMS, l’inhibition de la µ-calpaïne ainsi que celle de la m-calpaïne 

entraînent une diminution de l’expression de l’α- mais aussi de la β-actine.  

Contrairement aux résultats obtenus dans les LHCN-M2, dans les ARMS, la µ- et la 

m-calpaïne ont donc un rôle similaire dans la régulation des différentes isoformes 

d’actine.  

 

INVASION ET CALPAÏNES 

 

Les tests d’invasion réalisés avec les différents types cellulaires mettent en évidence 

la forte capacité invasive des RMS par rapport aux cellules non-tumorales. Ce résultat 

confirme le phénotype invasif des ARMS et des ERMS. L’inhibition des calpaïnes 

entraîne une importante diminution de l’invasion, aussi bien pour les ARMS que pour 

les ERMS. En présence de calpeptine, le taux d’invasion ainsi que l’indice d’invasion 

des RMS sont identiques à ceux des LHCN-M2. Ces résultats impliquent les calpaïnes 

dans le processus d’invasion des RMS et sont en accord avec les données obtenues 

dans d’autres types cellulaires tels que des lignées de cancer de la prostate 

[Mamoune et al., 2003] ou les cellules du cancer des poumons [Xu et Deng, 2006a 

et 2006b]. De même, dans des cellules d’ostéoclastome, l’inhibition de la µ-calpaïne 

tout comme celle de la m-calpaïne (utilisation de siRNA) entraînent une diminution 

de l’invasion tumorale, impliquant les deux isoformes de calpaïnes ubiquitaires dans 

ce processus [Fan et al., 2009].  

 

PROTEOMIQUE 

 

Dans le but de déterminer des cibles potentiellement régulées par les calpaïnes et 

impliquées dans le phénotype tumoral des RMS, une analyse protéomique a été 

réalisée sur des ARMS non-traités ainsi que sur des ARMS traités avec de la 
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calpeptine ou de l’inhibiteur III. Ce dernier est un inhibiteur de l’activité calpaïne plus 

spécifique que la calpeptine. Cette analyse a permis la détection de cinq spots qui 

diffèrent dans les deux conditions inhibitrices, en comparaison des témoins. Ces cinq 

spots diminuent en présence d’inhibiteur. Les protéines détectées ne sont donc pas 

des substrats des calpaïnes mais seraient des cibles régulées indirectement par ces 

dernières. Après inhibition des calpaïnes, l’expression de la vimentine diminue de 

même de l’expression de la ribonucléoprotéine hétérogène nucléaire H1 et H3, de la 

nestine, de la peptidyl-prolyl cis-trans isomérase, de la péroxyrédoxine 4, de la 

prohibitine, de la protéine ribosomale L12, de la sous-unité C de la ribonucléase H2 

ainsi que de l’expression du facteur d’épissage SFPQ.  

À l’heure actuelle, aucune donnée bibliographique ne peut expliquer la diminution de 

la sous-unité C de la ribonucléase H2 observée, dans les ARMS, lors de l’inhibition 

des calpaïnes. De même, aucune étude de la protéine ribosomale L12 ne permet 

d’impliquer cette dernière dans la dissémination métastatique ni dans la 

détermination d’un phénotype tumoral.  

Suite aux traitements par la calpeptine et par l’inhibiteur III, la diminution de 

l’expression des différentes ribonucléoprotéines1 semblerait impliquer les calpaïnes 

dans la régulation génique des ARMS. Bien que la localisation de ces hétéroprotéines 

soit majoritairement nucléaire, certaines ribonucléoprotéines peuvent avoir une 

localisation cytoplasmique [Kim et al., 2000]. De plus, dans les cellules COS7, la 

ribonucléoprotéine hétérogène nucléaire K a été colocalisée avec la m-calpaïne, dans 

le cytoplasme, où elle est clivée [Kimura et al., 2003]. Ces résultats n’excluent donc 

pas, dans les ARMS, une action directe des calpaïnes sur les ribonucléoprotéines H1 

(HNRH1) et H3 (HNRH3). Cependant, l’inhibition des calpaïnes entraîne une 

diminution de l’expression de HNRH1 et HNRH3, ces deux protéines ne seraient donc 

pas un substrat des calpaïnes dans les ARMS. Ainsi, dans les ARMS, l’hypothèse 

d’une stimulation indirecte de HNR1 et HNR3 par les calpaïnes est-elle privilégiée. 

L’inhibition des calpaïnes entraîne une diminution de l’expression de la 

péroxyrédoxine 4 (PRX IV). Lee et al. ont montré, dans les cellules de cancer du sein, 

que la surexpression de PRX IV stimulerait la prolifération et serait ainsi impliquée 

                                                 
1 Hétéroprotéines composées d’une nucléoprotéine dont le groupement prosthétique est représenté par l’ARN. 
Les ribonucléoprotéines nucléaires hétérogènes des groupes F à H sont impliquées dans l’épissage des pré-
ARNm. 
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dans le développement et la progression du cancer [Lee et al., 2008]. Dans les 

ARMS, les calpaïnes pourrait être impliquées dans la stimulation de la prolifération via 

la régulation de PRX IV. De plus, il a été montré dans les cancers du cou et de la tête 

que la PRX IV protégerait les cellules des radiations ionisantes et serait ainsi 

responsable d’une forte résistance à l’apoptose [Park et al., 2008]. Le traitement des 

rhabdomyosarcomes par radiations entraîne de faibles taux de guérison, les 

calpaïnes pourraient être en partie responsable de ce phénomène, dans les ARMS, 

via la stimulation de l’expression de PRX IV. 

Dans les ARMS, le facteur d’épissage riche en proline et glutamine, SFPQ, est aussi 

une protéine dont l’expression diminue lorsque les calpaïnes sont inhibées. Cette 

protéine régulerait le gène codant pour DYX1C1, protéine impliquée dans la 

migration neuronale [Tapia-Páez et al., 2008]. 

L’expression de la nestine, constituant des filaments intermédiaires, semble aussi 

diminuée lors de l’inhibition de l’activité calpaïne. Pendant les phases de 

développement précoces de l’embryogenèse, la nestine est exprimée au niveau des 

somites ainsi que dans les cellules neuroectodermales [Fredriksen et McKay, 1988 ; 

Lendahl et al., 1990]. Plus tardivement, la nestine est fortement exprimée dans les 

myoblastes et les cellules du système nerveux central [Lendahl et al., 1990 ; 

Sejersen et Lendahl, 1993]. Après la naissance, dans les cellules du muscle 

squelettique, la nestine n’est plus exprimée au profit de l’expression de la desmine. 

La détection de l’expression de la nestine dans les ARMS est en accord avec les 

résultats obtenus par Kobayashi et al. qui montrent eux aussi une telle expression 

dans les rhabdomyosarcomes [Kobayashi et al., 1998]. Les travaux de Huang et al. 

ont montré que la nestine serait impliquée dans la prolifération cellulaire [Huang et 

al., 2009]. Ainsi, dans les ARMS, les calpaïnes pourraient-elles intervenir dans la 

prolifération cellulaire (facteur caractéristique du phénotype tumoral), via la 

stimulation de l’expression de la nestine.  

L’inhibition de l’activité calpaïne induirait aussi une diminution de l’expression de la 

peptidyl-prolyl cis-trans isomérase. Cette protéine a été impliquée dans l’adhésion 

cellulaire, notamment des lymphocytes T [Pakula et al., 2007]. Elle stimulerait 

l’adhésion de ces cellules en activant la MAPK par un mécanisme impliquant les 

glycoprotéoglycanes (composants de la matrice extracellulaire), les intégrines a4b1 
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et a4b7 [Allain et al., 2002] ainsi que le cluster de différenciation CD147, impliqué 

dans l’invasion tumorale et l’angiogenèse [Jia et al., 2008]. Pour acquérir un potentiel 

métastatique, les ARMS doivent dans un premier temps présenter un défaut 

d’adhésion afin de se dissocier de la tumeur primaire puis, après avoir transités dans 

la circulation sanguine ou lymphatique, doivent, dans un second temps, s’ancrer afin 

de former une tumeur secondaire. La stimulation de l’expression de peptidyl-prolyl 

cis-trans isomérase par les calpaïnes pourraient intervenir à ce moment.   

L’analyse protéomique a mis en évidence une diminution de l’expression de la 

vimentine, constituant des filaments intermédiaires, lors de l’inhibition des calpaïnes. 

L’expression de cette protéine serait donc stimulée par les calpaïnes. Une 

augmentation de l’expression de cette protéine entraînerait une augmentation de la 

vitesse de migration cellulaire [Ding et al., 2009]. Ce résultat est en adéquation avec 

le phénotype tumorale des ARMS et pourrait, en partie, expliquer les vitesses élevées 

mesurées pour cette lignée cellulaire. De même, il a été montré, dans le cancer de la 

prostate, que la silibine (substance extraite du Chardon-marie) inhibe l’invasion de 

cancer de la prostate ainsi que la migration des cellules tumorales via la diminution 

de l’expression de la vimentine et de la MMP2 [Wu et al., 2009]. Ces données 

impliquent, elles aussi, la vimentine dans le processus métastatique. Les calpaïnes 

semblent, à nouveau, intervenir dans la capacité invasive et métastatique des ARMS, 

en stimulant l’expression de la vimentine et ainsi la migration tout autant que 

l’invasion de ces cellules.  

La prohibitine, protéine présente au niveau de la membrane plasmique, du noyau, de 

la mitochondrie et pouvant jouer un rôle dans l'activation de la voie Ras-Raf-MEK 

[Rajalingam et Rudel, 2005], présente une diminution d’expression en présence 

d’inhibiteur des calpaïnes. Les calpaïnes stimuleraient donc son expression dans les 

ARMS. La prohibitine est une protéine intervenant dans la stimulation de la perte 

d’adhésion intercellulaire ainsi que dans la migration. En effet, dans les cellules du 

col de l’utérus, l’inhibition de cette protéine par l’utilisation de siRNA, entraîne une 

augmentation des adhésions intercellulaires ainsi qu’une inhibition de la migration en 

réponse aux facteurs de croissance [Rajalingam et Rudel, 2005]. Des résultats 

similaires sont retrouvés au niveau des cellules endothéliales [Schleicher 

et al., 2009]. De plus, il a été montré que la prohibitine permet le maintien, dans ces 
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cellules de la capacité angiogénique [Schleicher et al., 2009]. Ainsi, de même que 

pour les protéines précédentes, les calpaïnes pourraient-elles intervenir dans les 

capacités métastatiques des ARMS, en stimulant la perte d’adhésion intercellulaire, la 

migration ainsi que la capacité angiogénique via l’augmentation de l’expression de la 

prohibitine.  

La vinculine ainsi que les différentes isoformes d’actine n’ont pas été détectées en 

protéomique. Plusieurs raisons peuvent expliquer cette absence. La vinculine a un 

poids moléculaire de 130, elle se situe donc dans le haut du gel qui présente une 

définition ne permettant pas d’exploitation. De plus, la variation de son expression 

après traitement par les inhibiteurs de calpaïnes, détectées par westrenblot est faible 

et pourrait donc ne pas être détectable en protéomique. Quant à l’actine, l’utilisation 

d’un gradient de pH non-linéaire de 3 à 10 n’a pas permis de séparer de manière 

suffisante le complexe d’actine. L’utilisation d’un gradient plus resserré, autour d’un 

pH 5, pourrait permettre d’obtenir de nouveau spots.  

 

L’analyse protéomique a donc permis de mettre en évidence un certain nombre de 

protéines qui pourraient être impliquées dans la dissémination métastatique des 

ARMS ainsi que dans la détermination de leur phénotype tumoral et dont l’expression 

serait régulée par les calpaïnes.  
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES  

 

A la source de toute connaissance, il 

y a une idée, une pensée, puis 

l'expérience vient confirmer l'idée. 

Claude Bernard. 

 

Les travaux présentés dans ce manuscrit s’inscrivent dans la thématique de l’Unité 

Protéolyse, Croissance et Développement Musculaire. Ils font suite aux travaux 

précédents ayant mis en évidence l’implication des calpaïnes ubiquitaires dans les 

étapes précoces de la myogenèse et plus particulièrement au cours de l’adhésion et 

de la migration des cellules musculaires de souris, C2C12 [Dedieu et al., 2003 et 

2004 ; Mazères et al., 2006].  

L’objectif était dans un premier temps, de confirmer et compléter les études menées 

sur les C2C12, au niveau d’une nouvelle lignée de cellules musculaires humaines, 

LHCN-M2, en caractérisant le rôle des calpaïnes, dans cette lignée, tant sur le plan 

de l’adhésion que de la migration et de l’invasion. Dans un second temps, l’objectif 

était de faire évoluer la thématique vers un nouveau domaine, ciblé sur un aspect 

plus pathologique par l’étude de l’implication des calpaïnes dans les différents 

composants de la dissémination métastatique des Rhabdomyosarcomes. Le but de 

ces travaux était in fine de caractériser le rôle de chaque calpaïne ubiquitaire dans 

l’adhésion, la migration et l’invasion de ces cellules tumorales afin de permettre, 

ultérieurement, la détermination de cibles thérapeutiques potentielles.  

 

L’étude de l’activité, de l’expression et de la localisation des différents composants du 

système protéolytique neutre calcium-dépendant a permis de mettre en évidence la 

dérégulation de l’activité calpaïne dans les RMS. Les résultats obtenus montrent une 

activité protéolytique calpaïne-dépendante extrêmement élevée dans les RMS. De 

plus, les ARMS, plus agréssifs, présentent une activité plus élevée que les ERMS. 

Contrairement aux résultats attendus, la µ-calpaïne ainsi que la m-calpaïne sont 

sous-exprimées dans les RMS. Ainsi, la forte activité observée pourrait-elle être due à 
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une dérégulation importante de la calpastatine et non à une surexpression des deux 

isoformes des calpaïnes. Les résultats obtenus permettent de préciser que si la 

dérégulation de la µ-calpaïne intervient au niveau post-transcriptionnel, celle de la m-

calpaïne a lieu en amont de la transcription, soulignant ainsi une mode de régulation 

différent pour ces deux isoformes. La localisation de la µ-, de la m-calpaïne et de la 

calpastatine étant différente tant au niveau protéique qu’au niveau des types 

cellulaires, ces résultats soulignent d’une part un rôle différent des deux isoformes et 

d’autre part expliquent les différences phénotypiques observées.  

 

Les tests d’adhésion réalisés indiquent un fort défaut d’adhésion pour les RMS, 

comparé aux cellules non-tumorales. Cette caractéristique s’explique par une 

différence d’agencement des adhésions focales (plus en périphérie dans les RMS) 

mise en évidence par la localisation de la vinculine. L’implication des calpaïnes dans 

l’adhésion a été mise en évidence d’une part par leur inhibition avec de la calpeptine, 

d’autre part la transfection d’oligonucléotides antisens dirigés contre le µ-calpaïne ou 

la m-calpaïne. En effet, l’inhibition de l’activité calpaïne réduit les taux d’adhésion des 

LHCN-M2 et des ARMS. L’impact de cette inhibition est cependant plus marqué dans 

les myoblastes humains. De plus, cette étude indique que le mode de régulation de 

l’expression protéique de la vinculine diffère entre les cellules tumorales et les 

cellules non-tumorales. En effet, dans les LHCN-M2, l’inhibition chimique des 

calpaïnes ainsi que la transfection des oligonucléotides antisens induisent une 

augmentation de l’expression de la vinculine. Ainsi, la vinculine serait-elle dans les 

LHCN-M2 un substrat tant de la µ-calpaïne que de la m-calpaïne. A l’opposé, dans les 

ARMS, l’inhibition chimique de l’activité calpaïne n’induit qu’une faible diminution de 

l’expression de la vinculine. Couplés aux résultats obtenus après transfection 

d’oligonucléotides antisens, ces résultats montrent que dans les ARMS, seule la m-

calpaïne stimulerait l’expression de la vinculine et que les calpaïnes ne semblent pas 

être le mode principal de régulation de cette protéine.  

 

La détermination des caractéristiques cinétiques des différentes lignées met en 

évidence une vitesse de migration supérieure ainsi qu’une capacité dispersive accrue 

dans les cellules tumorales, en comparaison des cellules non-tumorales. De plus, 
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l’étude de ces caractéristiques montre l’implication des calpaïnes dans la migration 

des différents types cellulaires puisque leur inhibition entraîne une diminution tant au 

niveau des vitesses de migration qu’au niveau de la capacité dispersive. De plus, 

cette étude permet de définir les calpaïnes comme un des marqueurs du potentiel 

métastatique cellulaire, leur activité étant corrélée au pouvoir migratoire des cellules. 

Ainsi, l’inhibition de l’activité calpaïne, sans garantir le contrôle de la prolifération de 

cellules tumorales, pourrait-elle limiter la dissémination métastatique, limitant le 

processus néoplasique à des effets locorégionaux. 

 

La désorganisation du cytosquelette d’actine a été mise en évidence dans les RMS et 

soulignée comme étant en partie responsable des différences cinétiques observées 

entre les cellules tumorales et les cellules non-tumorales. De plus, le remaniement 

cytosquelettique induit par l’inhibition des calpaïnes implique ces dernières dans 

l’agencement du cytosquelette. Les études pour tenter de discriminer le rôle de la µ-

calpaïne et de la m-calpaïne, utilisant des oligonucléotides antisens, montrent que 

dans les LHCN-M2, la µ-calpaïne jouerait un rôle prépondérant dans la régulation de 

l’α-actine en régulant de manière négative (inhibition) son expression. Quant à la β-

actine, elle serait régulée, aussi de manière négative mais, uniquement par la m-

calpaïne. Dans les ARMS, la µ-calpaïne et la m-calpaïne joueraient un rôle similaire 

en stimulant l’expression des deux isoformes.  

 

Les tests d’invasion réalisés sur les différentes lignées cellulaires montrent que le 

pouvoir invasif des RMS est supérieur de celui des cellules non-tumorales. L’inhibition 

des calpaïnes entraîne une forte diminution de l’invasion des cellules tumorales et 

non-tumorales. En présence de calpeptine, le taux d’invasion des RMS ainsi que leur 

indice d’invasion sont identiques à ceux des LHCN-M2 en conditions standards. Les 

calpaïnes interviennent donc dans l’invasion et représentent ainsi des cibles 

potentielles dans les études ayant pour but de définir des stratégies visant à limiter 

ou enrayer l’invasion tumorale.  

 

L’analyse protéomique en gel 2D, couplée à la spectrométrie de masse, a permis la 

mise en évidence de plusieurs protéines régulées par les calpaïnes dans les ARMS. 
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Parmis ces protéines, la vimentine impliquée dans le potentiel migratoire ainsi que 

dans la perte d’adhésion intercellulaire, la PRX IV, entraînant une résistance aux 

radiations thérapeutiques, les ribonucléoprotéines H1 et H2, impliquées dans la 

migration et biomarqueurs de certains cancer, la nestine, intervenant dans la 

prolifération cellulaire, la prohibitine, impliquée dans la perte d’adhésion 

intercellulaire, la migration et le maintien de la capacité angiogénique, le facteur 

SFPQ, régulant une protéine impliquée dans la migration neuronale ainsi que la 

peptidyl-prolyl cis-trans isomérase ont une expression diminuée après traitement par 

la calpeptine ou le calpain inhibitor III. Ainsi, les calpaïnes stimuleraient-elles 

l’expression de ces protéines dans les ARMS, participant ainsi au phénotype tumoral 

de ces cellules.   

 

Afin de compléter ces résultats, plusieurs études peuvent être envisagées. 

 

Tout d’abord, dans un avenir très proche, les données acquises par analyse 

protéomique et spectrométrie de masse devront être confirmées par Western-Blot. 

Des expériences de colocalisation et de co-immuniprécipitation permettront de 

confirmer les substrats potentiels des calpaïnes mis en évidence.  

 

Afin de compléter les données acquises sur l’implication des calpaïnes dans la 

migration, il pourrait être intéressant de refaire des études de vidéo-microscopie afin 

de déterminer les caractéristiques cinétiques des cellules après transfection avec des 

oligonucléotides antisens, dirigés contre la µ- ou la m-calpaïne. Ces expériences 

pourraient permettre de discriminer le rôle de chacune des isoformes dans le 

processus migratoire. De plus, les µ et m-calpaînes étant ubiquitaires, il peut ne pas 

être anodin d’inhiber largement leur activité enzymatique. Cibler l’action 

thérapeutique sur l’isoforme la plus déterminante dans les processus migratoire et 

invasif peut permettre de limiter les effets secondaires du traitement. 

Enfin, il pourrait être intéressant de généraliser l’équation de la corrélation entre 

l’activité calpaïne et la vitesse de migration, afin que cette donnée puisse être 

transposée dans d’autres types cellulaires et servir de marqueur d’agressivité 

tumorale. 
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L’analyse des caractéristiques cinétiques sur des matrice en 3D, toujours en utilisant 

la vidéo-microscopie, pourrait aussi apporter des résultats supplémentaires 

conduisant à la détermination du mode d’invasion des RMS et pouvant aider à la 

compréhension de ces mécanismes in vivo.  

 

Les résultats obtenus lors des tests d’invasion pourraient être complétés par des 

tests de dégradation sur matrice GFP et ainsi permettre la caractérisation de MMP 

éventuelles. De plus, l’étude préliminaire du pouvoir invasif des RMS sur la CAM 

d’œufs de poulet pourrait aussi complétée, par la détermination de l’effet de 

l’inhibition des calpaïnes, sur le développement in vivo des tumeurs.  

Cette étude de l’implication des calpaïnes dans le développement des tumeurs ainsi 

que dans le processus métastatique pourrait être complétée par une approche de 

transplantation sur les mammifères, en prenant comme modèle la souris nude 

athymique, par exemple.  

 

Les résultats préliminaires sur les conséquences de la transfection de la 

tropomyosine sur le cytosquelette des rhabdomyosarcomes pourraient être 

complétés par une étude plus approfondie du phénotype des cellules transfectées 

ainsi que par l’étude de leurs caractéristiques adhésive, migratoire et invasive.  

 

Enfin, à long terme, ces différentes expérimentations pourraient tendre à une 

stratégie visant à diminuer l’activité calpaïne soit en diminuant l’activité calpaïne elle-

même (RNAI, morpholino, anticorps) ou en surexprimant la calpastatine (plasmide) 

afin d’enrayer la capacité métastatique chez l’homme. 

 

En résumé, les travaux présentés dans ce manuscrit mettent donc en 

évidence un rôle de la µ-calpaïne et de la m-calpaïne dans la migration et 

l’invasion cellulaires des cellules tumorales et non-tumorales. La mise en 

évidence d’une corrélation linéaire positive entre l’activité calpaïne et la 

vitesse de migration, couplée à des aires de dispersions similaires et un 

pouvoir invasif entre les RMS traités avec un inhibiteur des calpaïnes et les 
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cellules non-tumorales, indiquent l’activité calpaïne comme marqueur 

potentiel de l’agressivité tumoral.  

Enfin, l’analyse protéomique, couplée à la spectrométrie de masse, a 

permis de mettre en évidence de nouvelles cibles protéiques, pouvant être 

impliquées dans les processus métastatiques, potentiellement régulées par 

les calpaïnes. 

Ces différentes implications du système protéolytique neutre calcium-

dépendant dans la migration et l’invasion qui sont les étapes principales de 

la dissémination métastatique, font des calpaïnes ubiquitaires de 

potentielles cibles thérapeutiques pour tenter de limiter ou même enrayer 

l’invasion tumorale ainsi que le développement de métastases.   
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Tableau 6 : Activité calpaïne globale dans les diff érentes lignées cellulaires. 
 Moyenne activité1 

(%)+e.s.m 
t-test2 

 

C2C12 112+6 
(n=3) 

p<0,0001 

ARMS 265+6 
(n=3) p<0,0001 

ERMS 210+12 
(n=3) p<0,0001 

1Les moyennes sont exprimées en pourcentage d’activité par rapport aux cellules témoins LHCN-M2 
(100% ; n=3).   
2Valeurs du t-test entre les cellules témoins LHCN-M2 et la lignée concernée. Significativité : p<0,05.  
 

 
 
 
 

Tableau 7 : Activité µ-calpaïne dans les différente s lignées cellulaires. 
 
 

Moyenne activité1 
(%)+e.s.m 

t-test2 
 

ARMS 225+4 
(n=3) 

p<0,0001 

ERMS 265+4 
(n=3) p<0,0001 

1Les moyennes sont exprimées en pourcentage d’activité par rapport aux cellules témoins LHCN-M2 
(100% ; n=3).   
2Valeurs du t-test entre les cellules témoins LHCN-M2 et la lignée concernée. Significativité : p<0,05. 
 

 

 

Tableau 8 : Expression de la µ-calpaïne, de la m-ca lpaïne et de la calpastatine dans 
les ARMS et les ERMS en migration.  

 ARMS1 
(%)+e.s.m. 

ERMS1 
(%)+e.s.m. 

µ-calpaïne 29,73+2,03 
(n=3) 

39,53+3,32 
(n=3) 

m-calpaïne 58,43+2,90 
(n=3) 

52,80+2,69 
(n=3) 

calpastatine 14,60+0,92 
(n=3) 

26,19+2,84 
(n=3) 

t-test2 
 

µ-calpaïne 
m-calpaïne 
calpastatine 

 
 

p<0,0001 
p<0,001 

p<0,0001 

 
 

p<0,0001 
p<0,0001 
p<0,0001 

1Les expressions sont exprimées en pourcentage d’expression par rapport aux cellules témoins 
LHCN-M2 (100% ; n=4).  
2Valeurs du t-test entre les cellules témoins LHCN-M2 et la lignée concernée. Significativité : p<0,05. 
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Tableau 9 : Niveau d’expression des ARNm de la µ-ca lpaïne et de la m-calpaïne 

dans les ARMS et les ERMS en migration.  
 ARMS1 

(%)+e.s.m. 
ERMS1 

(%)+e.s.m. 
µ-calpaïne 72,24+12,14 

(n=4) 
72,83+18,49 

(n=4) 
m-calpaïne 58,68+3,71 

(n=3) 
46,32+4,27 

(n=4) 
t-test2 

 
µ-calpaïne 
m-calpaïne 

 
 

p=0,06 (NS) 
p<0,0001 

 
 

p=0,19 (NS) 
p<0,0001 

1Les expressions sont exprimées en pourcentage d’expression par rapport aux cellules témoins 
LHCN-M2 (100% ; n=4).  
2Valeurs du t-test entre les cellules témoins LHCN-M2 et la lignée concernée. Significativité : p<0,05. 
(NS) : non significatif. 
 
 
 
 

Tableau 10 : Taux d’adhésion des différents types c ellulaires, 0, 1, 2, 4, 6 et 8 
heures après ensemencement.  

 Taux d’adhésion : rapport entre le nombre de cellules ayant adhérées 
et le nombre de cellules ensemmencées 

 LHCN-M2 
(%)+e.s.m. 

C2C12 
(%)+e.s.m. 

ARMS 
(%)+e.s.m. 

ERMS 
(%)+e.s.m. 

0 heure 0,44+0,22 0,60+0,75 0,53+0,29 0,15+0,15 
1 heure  32+0,54 45,91+7,96 20,70+1,84 16,67+5,07 
2 heures 57,77+4,08 49,90+6,37 27,37+1,84 23,53+1,68 
4 heures 64,67+5,95 62,40+5,13 31,25+1,68 28,77+3,36 
6 heures 77,87+3,08 76,52+5,31 33,60+1,77 28,67+1,79 
8 heures 100 100 36,90+3,03 34,57+3,81 
t-test1 

 
0 heure 
1 heure 
2 heures 
4 heures 
6 heures  
8 heures 

 

 
 

p=0,06 (NS) 
p=0,59 (NS) 
p=0,55 (NS) 
p=0,40 (NS) 
p=0,48 (NS) 

--- 

 
 

p=0,08 (NS) 
p<0,01 
p<0,01 
p<0,01 
p<0,01 

p<0,0001 

 
 

p=0,32 (NS) 
p<0,05 

p<0,001 
p<0,01 

p<0,001 
p<0,0001 

1Valeurs du t-test entre les cellules témoins LHCN-M2 et la lignée concernée. Significativité : p<0,05. 
n=3. 
 (NS) : non significatif. 
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Tableau 11 : Taux d’adhésion des différents types c ellulaires, 0, 1, 2, 4, 6 et 8 
heures après ensemencement, en présence de 40 µM de  calpeptine.  

40 µM 
calpeptine 

Taux d’adhésion : rapport entre le nombre de cellules ayant adhérées 
et le nombre de cellules ensemencées (%)+e.s.m. 

 LHCN-M2 C2C12 ARMS ERMS 
0 heure 0,22+0,12 0,40+0,15 0,15+0,07 0,54+0,05 
1 heure  12,93+ 3,62 27,70+1,95 14,68+2,21 19,33+3,18 
2 heures 21,40+2,67 32,61+2,32 22,22+0,51 24,57+2,72 
4 heures 26,60+2,95 32,12+1,09 24,34+0,59 26,27+6,04 
6 heures 29,47+2,77 36,60+1,45 29,70+0,49 27,20+2,81 
8 heures 60,07+2,77 54,2+5,35 31,78+3,03 35,57+3,09 

t-test1 
 

0 heure 
1 heure 
2 heures 
4 heures 
6 heures  
8 heures 

 
 

p=0,22 (NS) 
p<0 ,01 
p<0,001 
p<0,01 

p<0,0001 
p<0,0001 

 
 

p=0,15 (NS) 
p<0,05 
p<0,05 
p<0,01 
p<0,05 

p<0,001 

 
 

p=0,14 (NS) 
p<0,05 
p<0,05 
p<0,01 

p=0,13 (NS) 
p<0,05 

 
 

p=0,06 (NS) 
p=0,33 (NS) 
p=0,38 (NS) 
p=0,36 (NS) 
p=0,34 (NS) 
p=0,42 (NS) 

1Valeurs du t-test entre les entre les cellules non-traitées et les cellules traitées avec 60 µM de 
calpeptine. Significativité : p<0,05. n=3. 
 (NS) : non significatif. 
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Tableau 12 : Taux d’adhésion des différents types c ellulaires, 0, 1, 2, 4, 6 et 8 

heures après ensemencement, en présence de 60 µM de  calpeptine.  
60 µM 

calpeptine 
Taux d’adhésion : rapport entre le nombre de cellules ayant adhérées 

et le nombre de cellules ensemencées (%)+e.s.m. 
 LHCN-M2 C2C12 ARMS ERMS 

0 heure 0,58+0,07 0,21+0,26 0,14+0,14 0,18+0,18 
1 heure  10,53+ 0,74 20,82+2,24 14,97+1,47 20,80+4,60 
2 heures 17,30+0,41 25,31+1,74 18,07+1,45 21,48+1,91 
4 heures 23,47+0,94 30,01+1,92 19,63+0,66 23,48+3,17 
6 heures 24,41+0,88 34,74+2,66 24,47+1,04 27,43+4,64 
8 heures 45,32+4,06 45,18+4,70 30,43+0,49 34,83+2,58 
t-test1 

 
0 heure 
1 heure 
2 heures 
4 heures 
6 heures  
8 heures 

 
 

p=0,29 (NS) 
p<0,0001 
p<0,001 
p<0,001 

p<0,0001 
p>0,0001 

 
 

p=0,27 (NS) 
p<0,05 
4.10-3 
1.10-3 
0,03 

2.10-4 

 
 

p=0,15 (NS) 
p<0,05 
p<0,01 

p<0,001 
p<0,05 
p<0,01 

 
 

p=0,44 (NS) 
p=0,29 (NS) 
p=0,23 (NS) 
p=0,15 (NS) 
p=0,40 (NS) 
p=0,47 (NS) 

1Valeurs du t-test entre les entre les cellules non-traitées et les cellules traitées avec 60 µM de 
calpeptine. Significativité : p<0,05. n=3. 
 (NS) : non significatif. 
 
 
 
 
 
Tableau 13 : Expression de la vinculine dans les LH CN-M2 et les ARMS, en présence 

ou non de calpeptine.  
Expression de la vinculine1  

(%)+e.s.m. Calpeptine 
LHCN-M2 ARMS 

0 µM 100 
(n=3) 

100 
(n=4) 

50 µM 207,02+14,57 
(n=3) 

86,12+3,15 
(n=4) 

t-test2 
 

p<0,0001 p<0,01 
1Les résultats sont exprimés en pourcentage d’expression par rapport au niveau d’expression dans les 
cellules non-traitées.  
2Valeurs du t-test entre les entre les cellules non-traitées et les cellules traitées avec 50 µM de 
calpeptine. Significativité : p<0,05. 



ANNEXES  

243  

 

Tableau 14 : Expression de la vinculine dans les LH CN-M2 et les ARMS, après 
transfection d’oligonucléotides antisens dirigés co ntre la µ-calpaïne ou la m-calpaïne.  

Expression de la vinculine1 
(%)+e.s.m. Oligonucléotides 

antisens 
LHCN-M2 ARMS 

ASR 100 100 
ASµC 114+4,82 103,87+2,88 
ASmC 110,91+7,25 83,72+6,05 
t-test2 

 
ASµC 
ASmC 

 
 

p<0,01 
p<0,01 

 
 

p=0,30 (NS) 
p<0,01 

1Les résultats sont exprimés en pourcentage d’expression par rapport au niveau d’expression dans les 
cellules transfectées avec l’oligonucléotide ASR.  
2Valeurs du t-test entre les cellules transfectées avec les oligonucléotides antisens et les cellules 
transfectées avec l’oligonucléotide ASR. Significativité : p<0,05. n=3. 
 
 
 
 
 

Tableau 15 : Quantification de l’actine F dans les différentes lignées cellulaires, 
après traitement ou non avec de la calpeptine.  

calpeptine LHCN-M21 
(%)+e.s.m. 

C2C121 
(%)+e.s.m. 

ARMS1 
(%)+e.s.m. 

ERMS1 
(%)+e.s.m. 

0 µM 100 100 100 100 
50 µM 119,35+3,02 123,88+3,59 112,13+2,45 116,73+4,40 
t-test2 p<0,01 p<0,01 p<0,01 p<0,01 

1Les résultats sont exprimés en pourcentage de quantité d’actine F par rapport aux cellules non 
traitées. 
2Valeurs du t-test entre les cellules non-traitées et les cellules traitées avec de la calpeptine. 
Significativité : p<0,05. n=3. 
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Tableau 16 : Expression de l’ αααα-actine et de la ββββ-actine dans les LHCN-M2, C2C12 et 
ARMS, après traitement ou non avec de la calpeptine .  

 LHCN-M21 C2C121 ARMS1 

Calpeptine Expression de l’αααα-actine 
(%)+e.s.m. 

0 µM 100 
(n=9) 

100 
(n=6) 

100 
(n=6) 

50 µM 151,14+13,74 
(n=9) 

147,76+19,39 
(n=6) 

62,12+5,13 
(n=6) 

t-test2 p<0,01 p<0,05 p<0,001 

Calpeptine Expression de l’ββββ-actine 
(%)+e.s.m. 

0 µM 100 
(n=4) 

100 
(n=4) 

100 
(n=6) 

50 µM 132,76+6,67 
(n=4) 

121,57+8,74 
(n=4) 

85,43+3,21 
(n=6) 

t-test1 p<0,001 p<0,05 p<0,01 
1Les résultats sont exprimés en pourcentage d’expression d’α-actine et de β-actine par rapport aux 
cellules non-traitées. 
2Valeurs du t-test entre les cellules non-traitées et les cellules traitées avec de la calpeptine. 
Significativité : p<0,05. 
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Tableau 17 : Expression de l’ αααα-actine et de la ββββ-actine dans les LHCN-M2 et les 

ARMS, après transfection d’oligonucléotides dirigés  contre la µ-calpaïne ou la m-
calpaïne.  

 LHCN-M2 ARMS 

Oligonucléotides antisens Expression de l’αααα-actine1 
(%)+e.s.m. 

ASR 100 
(n=5) 

100 
(n=3) 

ASµC 116,62+1,77 
(n=5) 

30,64+18,29 
(n=3) 

ASmC 79,51+4,11 
(n=5) 

39,26+17,77 
(n=3) 

t-test2 
 

ASµC 
ASmC 

 
 

p<0,01 
p<0,001 

 
 

p<0,01 
p<0,01 

Oligonucléotides antisens Expression de l’ββββ-actine1 
(%)+e.s.m. 

ASR 100 
(n=4) 

100 
(n=3) 

ASµC 98,57+2,57 
(n=4) 

77,94+6,53 
(n=3) 

ASmC 117,36+5,39 
(n=4) 

90,02+3,77 
(n=3) 

t-test2 
 

ASµC 
ASmC 

 
 

0,44 (NS) 
p<0,01 

 
 

p<0,01 
p<0,05 

1Les résultats sont exprimés en pourcentage d’expression d’α-actine et de β-actine par rapport aux 
cellules transfectées avec l’oligonucléotide ASR.  
2Valeurs du t-test entre les cellules transfectées avec les oligonucléotides antisens contre la µ-
calpaïne ou la m-calpaïne et les cellules transfectées avec l’oligonucléotide ASR. 
Significativité : p<0,05. 
(NS) : non significatif. 
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Tableau 18 : Vitesse de migration des différents ty pes cellulaires sur verre et 

gélatine. 

 Vitesse sur verre 
(µm/minute)+e.s.m. 

Vitesse sur gélatine 
(µm/minute)+e.s.m. 

Delta des 
vitesses1 

(%) 

t-test2 
 
 

LHCN-M2 0,187+0,003 
(n=6) 

0,142+0,003 
(n=6) 

24 p<0,01 

C2C12 0,187+0,015 
(n=5) 

0,139+0,004 
(n=5) 

26 p<0,01 

ARMS 0,414+0,004 
(n=6) 

0,358+0,004 
(n=6) 14 p<0,001 

ERMS 0,290+0,006 
(n=4) 

0,210+0,004 
(n=4) 

27 p<0,001 

t-test3 
 

C2C12 
ARMS 
ERMS 

 
 

p=0,07 (NS) 
p<0,0001 
p<0,0001 

 
 

p=0,37 (NS) 
p<0,0001 

p<0,0001 
1Le delta des vitesses représente la différence de vitesse entre celle enregistrée sur verre et celle 
enregistrée sur gélatine.  
2 Valeurs du t-test entre les moyennes des vitesses des cellules migrant sur verre et des vitesses des 
cellules migrant sur gélatine. Significativité : p<0,05. 
3 Valeurs du t-test entre les moyennes des vitesses des différents types cellulaires et les vitesses de 
migration des cellules témois LHCN-M2. Significativité : p<0,05. 
(NS) : non significatif. 
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Tableau 19 : Vitesse de migration des différents ty pes cellulaires sur verre et gélatine, 

en présence et en absence de calpeptine.  

 

Vitesse sur 
verre 

(µm/minute) 
+e.s.m. 

Vitesse sur verre 
(µm/minute) 

+e.s.m. 
calpeptine 

(50µM) 

Delta des 
vitesses 

sur verre1 
(%) 

+e.s.m. 

Vitesse sur 
gélatine 

(µm/minute) 
+e.s.m. 

 

Vitesse sur 
gélatine 

(µm/minute) 
+e.s.m. 

calpeptine 
(50 µM) 

Delta des 
vitesses 

sur 
gélatine1 

(%) 
+e.s.m. 

LHCN-M2 0,187+0,003 
(n=6) 

0,167+0,003 
(n=3) 11 0,142+0,003 

(n=6) 
0,144+0,002 

(n=3) - 

C2C12 0,187+0,015 
(n=5) 

0,111+0,002 
(n=3) 

41 0,139+0,004 
(n=5) 

0,116+0,002 
(n=3) 

16 

ARMS 0,414+0,004 
(n=6) 

0,164+0,004 
(n=3) 

60 0,358+0,004 
(n=6) 

0,126+0,002 
(n=3) 

65 

ERMS 0,290+0,006 
(n=4) 

0,208+0,003 
(n=3) 28 0,210+0,004 

(n=4) 
0,175+0,003 

(n=3) 17 

t-test2 
 

LHCN-M2 
C2C12 
ARMS 
ERMS 

 
 

 
 

p<0,05 
p<0,01 

p<0,0001 
p<0,001 

 
 

 
 
 

 
 

p=0,26 (NS) 
p<0,01 

p<0,0001 
p<0,01 

 
 

1Le delta des vitesses représente la différence de vitesse entre les cellules traitées et les cellules non-
traitées.  
2 Valeurs du t-test entre les moyennes des vitesses des différents types cellulaires non-traités et les 
vitesses de migration des cellules traitées avec de la calpeptine (50 µM). Significativité : p<0,05. 
(NS) : non significatif. 
 
 
 
 

Tableau 20 : Taux d’invasion des différentes lignée s cellulaires.  

 Taux d’invasion  
(%)+e.s.m. 

Taux d’invasion  
(%)+e.s.m. 

t-test1 
 
 

Calpeptine : 0 µM 60 µM  

LHCN-M2 7,37+0,86 
(n=3) 

2,12+0,46 
(n=4) p<0,001 

C2C12 13,57+0,17 
(n=3) 

3,48+0,84 
(n=4) 

p<0,0001 

ARMS 82,73+6,16 
(n=3) 

6,50+1,11 
(n=4) p<0,0001 

ERMS 90,77+1,91 
(n=3) 

6,13+1,57 
(n=3) 

p<0,0001 

t-test2 
 

C2C12 
ARMS 
ERMS 

 
 

p<0,01 

p<0,0001 

p<0,0001 

 
 

p=0,20 (NS) 
p<0,01 
p<0,05 

1Valeurs du t-test entre les cellules traitées ou non avec de la calpeptine (60 µM). 
Significativité : p<0,05. 
2Valeurs du t-test entre les cellules témoins LHCN-M2 et les différents types cellulaires. 
Significativité : p<0,05. 
(NS) : non significatif. 
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Tableau 21 : Indice d’invasion des différentes lign ées cellulaires.  

 Indice d’invasion 
(%)+e.s.m. 

Indice d’invasion 
(%)+e.s.m. 

t-test1 
 

Calpeptine : 0 µM 60 µM --- 
LHCN-M2 1 0,30+0,11 p<0,001 

C2C12 1,84+0,2 0,47+0,13 p<0,0001 
ARMS 11,23+0,45 0,88+0,16 p<0,0001 
ERMS 12,32+0,2 0,83+0,12 p<0,0001 
t-test2 

 
C2C12 
ARMS 
ERMS 

 
 

p<0,0001 
p<0,0001 
p<0,0001 

 
 

0,08 (NS) 
p<0,001 
p<0,05 

1Valeurs du t-test entre les cellules traitées ou non avec de la calpeptine (60 µM). 
Significativité : p<0,05. n=3 
2Valeurs du t-test entre les cellules témoins LHCN-M2 et les différents types cellulaires. 
Significativité : p<0,05. 
(NS) : non significatif. 
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Tableau 23 : Quantification des variations des spot s retenus par analyse protéomique 

entre les cellules non-traitées et les cellules tra itées avec de la calpeptine ou de 
l’inhibiteur III 

 ARMS non-traités ARMS traités avec 
de la calpeptine ou 

l’inhibiteur III 

t-test1 

spot 1 100 62,91+9,86 p<0,05 
spot 2 100 54,62+3 ,93 p<0,05 
spot 3 100 62,16+6,42 p<0,01 
spot 4 100 72,15+4 ,15 p<0,01 
spot 5 100 64,92+5,10 p<0,05 

1Valeurs du t-test entre les cellules non-traitées et les cellules traitées avec de la calpeptine ou de 
l’inhibiteur III. Significativité : p<0,05. 
Ces valeurs ont été établies après 2 expériences indépendantes pour chaque condition et 3 gels 
différents ont été utilisés pour chaque expérience.  
 


